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skripte erméglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
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KinfiluB der Cholsiure auf den Zucker bei der Resorption im Darm 
und auf sein Verhalten in der Leber. 


Von 


Hideo Yuuki. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Marz 1932.) 


Die Rolle der Gallensiituren bei der Fettverdauung im Darm 
ist bekannt. Nun kommen aber die (allensiiuren bei der Ver- 
dauung im Darm auch mit anderen Nahrungsbestandteilen wie 
z. B. Zucker in Beriihrung, und sie gelangen bei der Resorption 
iiber die Pfortader in die Leber. Man kénnte sich vorstellen, dab 
sie auch die Resorption des Zuckers und weiterhin den Stoff- 
wechsel in der Leber beeinflussen. Ich habe daher den EinfluB 
der Cholsiiure auf den Zucker bei seiner Resorption im Darm 
und auf das Verhalten desselben in der Leber untersucht. Ich 
habe gefunden, daf& die Resorption des Zuckers im Darm von 
Kaninchen durch Zufuhr yon Cholsiiure gefo6rdert und der in die 
Leber gelangte Zucker dadurch dort besser fixiert wird. 


Experimenteller Teil. 

Kriiftige weibliche Kaninchen, die 4 Tage lang gehungert 
hatten, wurden in Riickenlage fixiert und folgenderweise operiert: 

Nach Laparotomie wurde das Ligamentum  suspensorium 
hepatis priipariert und die Vena hepatica freigelegt. Mit Hilfe 
von Injektionsnadeln wurden Blutproben aus der Vena hepatica 
und aus der Pfortader 1—4 Stunden lang entnommen, wobei die 
Bauchwand inzwischen immer wieder mit Kocherschen Klemmen 
geschlossen wurde. Die Blutzuckerbestimmungen wurden nach 
Hagedorn-Jensen ausgefiinrt. 

Bei der Untersuchung iiber die Resorption des Traubenzuckers 
bei Zufuhr von Cholsiiure wurde der Blutzuckergehalt im Pfort- 
aderblute vor und nach der Zufuhr von Traubenzucker mit oder 
ohne Cholsiiure stiindlich bestimmt. Die Resultate sind in Tab. | 
und IT zusammengestellt. 
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Beim Versuch an der Leber wurde 0,5 g Traubenzucker pro 
Kilogramm als 10°/,ige Liésung ohne oder mit 0,3 g Natrium- 
cholat pro Kilogramm als 10°/,ige Liésung per os mittels der 
Schlundsonde yerabreicht. Vor und nach der Zufuhr von Trauben- 
zucker mit oder ohne Cholsiiure wurde der Blutzuckergehalt im 
Lebervenen- und Pfortaderblut ebenfalls stiindlich bestimmt. 


1. Resorption des Traubenzuckers im Darm bei Zuiuhr von Cholsaure. 

Aus Tab. I liBt sich ersehen: erstens, da der Blutzucker- 
gehalt in der Pfortader durch Zufuhr yon Traubenzucker  all- 
miihlich ansteigt, und zwar derart, dab er im Pfortaderblute 
4 Stunden nach der Zuckerzufuhr seinen Héhepunkt erreicht, und 
zweitens, dal} das Pfortaderblut bei Mitzufuhr von Cholsiiure im 
Vergleiche mit der Kontrolle mehr Zucker enthilt und dab der 
Hoéhepunkt bereits nach 3 Stunden iiberschritten ist. 


Tabelle I. 


Versuch 1—) ‘Traubenzucker. 





























»  6—10 ‘a + Cholsiiure. 
Kérper- Blut- Blutzucker nach Stunden 
Nr rewicht zucker 1 9 | P 
Nr. ge of, vor > 4 4 
g Fiitterung "i. i. "le | of 
1770 0,154 0,193 0,224 0.239 | 0,214 
2 1900 O,105 0,194 | 0,213 0,247 0,246 
3 2585 0,146 0,197 | 0,256 0,263 0,268 
4 3235 0,155 0,213 0,258 0,275 | 0,288 
5 2425 0,123 0,173 0,192 0,211 0,237 
Durchschnitts- | 9 137 0,194 0229 0247 | 0,250 
wert 
6 2815 0,180 0,232 0.298 | 0,805 | 0,324 
7 2200 0,142 0,263 0,278 0,287 | 0,265 
8 3020 0,156 0.240 | 0,268 | 0,279 | 0,275 
9 2460 0,112 0,217 0,237 | 0,263 | 0,257 
10 2700 0,140 0,256 0.284 | 0314 | 0,282 
Durchschnitts- | 0.146 0,242 0,275 0,290 | 0,281 
wert = + 58,29), = + 29,5, = + 22,8°),| =+ 12.1%, 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Zuckerresorption im 
Darm durch Zutfuhr von Cholsiiure gesteigert wird, und zwar am 
stiirksten nach 1 Stunde. 

Die Griinde hierfiir miissen weiter untersucht werden. 


 Tabelle LL. 





Versuch 6—10 Traubenzucker + Cholsiiure. 


Traubenzucker 
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Einflu8 der Cholsiiure auf den Zucker bei der Resorption im Darm usw. 
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4 Yuuki, EinfluB d. Cholsiure auf d. Zucker bei d. Resorption i. Darm usw. 


2. Verhalten des Zuckers in der Leber bei Zufuhr von Cholsaure. 


Um den EinfluB der Blutentnahme auf die Zuckermobilisation 
in der Leber zu verhindern, die eine Hyperglykiimie in der Vena 
hepatica hervorruft, wurde das Blut zuerst aus der Vena hepatica 
entnommen. Es wurde der Blutzuckergehalt in der Vena hepatica 
und der in der Pfortader miteinander verglichen. 

Ks ist bekannt, dab der Blutzuckergehalt der Vena hepatica 
bei Hunger sich stets als héher erweist als der der Pfortader. 

Aus Tab. IT geht hervor, da& der Blutzuckergehalt der Vena 
hepatica an sich héher ist als der der Pfortader, aber er wird 
nach Zufuhr yon Cholsiure gegeniiber den Kontrollversuchen ver- 
mindert gefunden. Bei allen Versuchen zeigen sich ferner indi- 
viduelle Schwankungen. 

Der Blutzuckergehalt in der Vena hepatica nihert sich bei 
Cholsiiurezufuhr dem der Pfortader. Der resorbierte Zucker wird 
also durch Zufuhr yon Cholsiiure in der Leber besser fixiert. 
Diese Befunde stimmen gut mit denen zahlreicher Autoren?) dahin 
iiberein, daB die Glykogenbildung durch Zufuhr von Cholsiure 
gefordert wird. 


Zum SchluB halte ich es fiir meine Pflicht, Herrn Dr. 
M. Teraoka meinen besten Dank fiir seine Unterstiitzung wiihrend 
meiner Versuche auszusprechen. 


') T. Sekitoo, Arb. med. Univ. Okayama 1, 183 (1929); S. Fujita, 
ebenda 2, 151 (1980); S. Fujita, J. of Biochem. 12, 383 (1930); 13, 219 
(1931); S. Okamura, Arb. med. Univ. Okayama 2, 471, 505 (1931); S. Chika- 
mori, Okayama, Igakkai Zasshi, 42. Jahrg., S. 1943 (1930); 43. Jahrg., 
S. 1963 (1931). 
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Uber Clupein. 
IV. Mitteilung. 
Von 
K. Dirr und K. Felix. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der IT. Mediz. Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. April 1932.) 


Zur Aufklérung der Struktur emes EiweiBkorpers gehért auch 
die Feststellung der Reihenfolge, in der die Aminoséuren mit- 
einander verknipft sind. Wir versuchen die Frage durch Iso- 
lierung einzelner Bruchstiicke aus partiellen Spaltungen zu lésen. 
Da dem Arginin im Aufbau des Clupeins eine iiberragende Be- 
deutung zukommt, haben wir zunichst die Versuche von 
A. Kossel und W. Staudt?) wber die Isolierung von Arginyl- 
arginin nachgearbeitet. 

Wir lieBen 50°/, Schwefelséure bei 87° 14 Tage lang auf ein 
nicht weiter fraktioniertes Préiparat von Clupeinmethylester- 
hydrochlorid einwirken. Nach Entfernung der Schwefelsiure 
haben wir mit Flaviansiure gefallt. Es schied sich gleich ein 
dliger Niederschlag ab, von dem wir dekantierten, sowie die ersten 
charakteristischen Krystalle von Argininflavianat erschienen. Das 
dlige Flavianat wurde iiber das Pikrat in das Methylesterhydro- 
chlorid wbergefiihrt. Da dieses aber nicht zur Krystallisation zu 
bringen war, haben wir es wieder in das Flavianat zuriick- 
verwandelt und das Pikrat von neuem hergestellt, indem wir auf 
vier Atome Stickstoff ein Molekiil Pikrinséiure zusetzten, damit 
sich nur das Dipikrat bilden kann. Sehr hiéufig wird naémlich die 
Krystallisation solcher Pikrate erschwert, wenn das Verhaltnis 
zwischen Pikrinsiure und Base so ist, daB sich nebeneinander 
Mono- und Dipikrate bilden kénnen. Dieses zweite Pikrat krystalli- 
sierte in dreiseitigen Blaittchen, die beim Umkrystallisieren aus 
Alkohol-Wasser ihren Zersetzungspunkt nicht mehr dnderten. 
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Sie sintern bei 180°, zersetzen sich scharf bei 185°; bei weiterem 
Erhitzen firbt sich die Masse allméhlich dunkel, um sich ein 
zweites Mal bei 275° zu zersetzen. Beim ersten Zersetzungspunkt 
findet wahrscheinlich eine intramolekulare Wasserabspaltung 
statt, da die Farbe sich nicht andert. Die Krystalle sind im 
experimentellen Teil niher beschriecben. Ihre Analyse stimmt auf 
ein Arginyl-arginin-dipikrat. 

Wir versuchten nun noch cinmal aus dem _ krystallisierten 
Pikrat ein krystallisiertes Methylesterhydrochlorid zu gewinnen. 
Auf Zusatz von Ather zur Lésung des Msters in methylalkoholischer 
Salzsiiure schieden sich an den Wiinden des GefiiBes zwar einige 
Krystillchen ab, die Hauptmenge jedoch war 6lig und beim Um- 
krystallisieren erhielten wir eine aufberordentlich hygroskopische 
Substanz, die mit kemem Mittel in den krystallinen Zustand 
iiberzufiihren war. Wir haben sie als amorphes Pulver analysiert 
und Werte erhalten, die recht gut auf ei Arginyl-arginin-methyl- 
ester-trihydrochlorid passen. Die Stickstoffbestimmung nach 
Dumas fiel, wie bekanntlich auch beim Arginin selbst, zu 
niedrig aus. Dagegen ist der Kohlenstoffgehalt etwas’ und der 
Methoxylgehalt bedeutend hoéher, als die Theorie verlangt. Nun 
gibt das Hydrochlorid des reinen Argininmethylesters selbst eben- 
falls einen zu hohen Methoxylgehalt, so daB wir in diesen Un- 
stimmigkeiten vorliufig noch keinen Widerspruch zu der An- 
nahme eines Arginylarginins sehen; endgiiltig wird sich die Frage 
erst durch die Synthese entscheiden lassen. Verschiedene Prapa- 
rate von Arginin-methylester-dihydrochlorid, die im Vakuum bei 
100° und 120° getrocknet worden waren, gaben 16—18°/, Methoxyl, 
wihrend der theoretische Wert nur 11,35°/, betriagt. Bei beiden 
Substanzen kann der zu hohe Methoxylgehalt durch die Annahme 
von Krystallalkohol erklirt werden, und zwar am _ besten von 
1 Molekiil Methylalkohol auf 2 Molekiile Arginin-methylester- 
dihydrochlorid baw. Arginyl-arginin-methylester-trihydrochlorid. 
Damit finde auch der zu hohe Kohlenstoff- und zu niedrige Chlor- 
gehalt bei letzterem seine Erklirung. Beim Argininmethylester 
laBt sich der vermutete Krystallalkohol nur schwer und_ nicht 
ohne Zersetzung an der Estergruppe wegtrocknen. Weiter ist auf- 
fallend, daB aus Wasser umkrystallisiertes Arginin-methylester- 
dihydrochlorid ebenfalls einen zu hohen Methoxylwert gibt, also 
auch noch Krystallalkohol und nicht, wie man erwarten sollte, 
Krystallwasser enthalt. Diese Verhiltnisse sollen noch durch 
weitere Versuche geklairt werden. 





Uber Clupein. 7 
Das Athylesterhydrochlorid des Arginyl-arginins weist iiuBer- 

lich dieselben Eigenschaften wie die Methylverbindung auf und 

enthilt ebenfalls mehr Athoxyl als der Estergruppe entspricht. 

Bei der Hydrolyse heferte das Methylesterhydrochlorid 100°/, 
des Gesamtstickstoffs als Argininflavianat und aus der Mutter- 
lauge konnte nach Entfernung der Flaviansiure kein Riickstand 
mehr gewonnen werden, ein weiterer Punkt, der die Annalhme, 
daB das isolierte krystallisierte Pikrat Arginyl-arginin-dipikrat 
ist, bekraftigt. 

Fir die Verwertung des mitgeteilten Befundes zur Klairung 
der Struktur des Clupeins ist die Ausbeute von Bedeutung. Wir 
haben 50g Clupeinmethylesterhydrochlorid verarbeitet und 5 ¢ 
krystallisiertes Pikrat erhalten. In Wirklichkeit diirfte aber 
Arginyl-arginin in gréBerer Menge entstanden sein, da wir weniger 
nach groBer Ausbeute als nach Reimheit getrachtet haben. Wahr- 
scheinlich reprasentiert das bei der ersten Fiillung mit Flavian- 
siure sofort ausgefallene Olige Flavianat die Gesamtmenge an 
Arginyl-arginn. Es wog nach dem Trocknen 42g, was 15g 
Arginin, d. h. 45°/, der Gesamtargininmenge entspricht. Aus der 
von dem oligen Flavianat abgegossenen Mutterlauge erhielten wir 
noch 25¢@ Argininflavianat, das sind 9g reines Arginin. Die 
relativ groBe Ausbeute an Arginyl-arginin berechtigt zu der vor- 
laufigen Annahme, da® das Arginin im Clupein nur in Komplexen 
von Arginyl-arginin vorkommt. 

Nach Kossel ist das Clupeinmolekiil aus Tripeptiden, den 
sog. Clupeonen, von zwei Molekiilen Arginin und einem Molekiil 
der vier Monoaminosiuren, Alanin, Serin, Prolin, Aminovalerian- 
siure, aufgebaut. Die Monoaminosiuren kénnen entweder an die 
Aminogruppe oder an die Carboxylgruppe des Arginyl-arginins 
seheftet sein, schematisch dargestellt m-a—a oder a-a-m. Da die 
freie Carboxylgruppe des Clupeins aber einem Argininmolekil an- 
sehort!), lautet zum mindesten fiir eines der Clupeone die Reihen- 
folee m-a-a, z. B. also Seryl-arginyl-arginin. 


ixperimenteller Teil. 


Arginyl-arginin-dipikrat. 


50 g Clupeinmethylesterhydrochlorid wurden in 500 ccm 50 Vol.-°/, 
Schwefelsiure gelést und 14 Tage bei 37° stehen gelassen. Darauf wurde die 
Schwefelsiure mit Baryt entfernt, die Lésung auf 4 Liter verdiinnt und 200 ¢ 
Flaviansiure in 1 Liter Wasser gelést zugegeben. Sofort fiel ein dliges 
Flavianat aus, von dem nach etwa 2 Stunden dekantiert wurde, als die 
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ersten Krystalle von Argininflavianat erschienen. Aus der abgegossenen 
Flissigkeit krystallisierten nach 2tagigem Stehen 25g Argininflavianat aus, 
die 9g Arginin entsprechen. 

Die Mutterlauge des Argininflavianats engten wir auf etwa | Liter ein. 
Dabei schied sich ein weiteres Flavianat ab, das in Wasser leichter léslich 
ist. Wir fiihrten es noch in das Pikrat iiber, konnten es aber vorlaufig nicht 
identifizieren. 

Das Olige Flavianat, welches sich gleich nach dem EingieBen 
der Flaviansiiure abgeschieden hatte, wurde wiederholt mit heiBem 
Wasser ausgekocht. Nach dem Trocknen wog es 42g, was 15g 
Arginin entspricht. Beim Erwiarmen fiarbt es sich von 200° an 
allméhlich dunkel und zersetzt sich unscharf bei 250° unter leb- 
hafter Gasentwicklung. Wir zerlegten es durch Verreiben mit 
kalt gesittigtem Baryt. Aus dem Filtrat von Bariumflavianat 
wurde der tiberschissige Baryt durch Kohlensiure entfernt. Das 
Filtrat vom Bariumearbonat wurde mit alkoholischer Pikrinséure 
gefaillt. Der Niederschlag war 6lig und konnte mit keinem Mittel 
in krystallisierte Form whbergefiihrt werden. Wir haben ihn in 
den salzsauren Methylester tibergefiihrt, der aber noch weniger 
Neigung zum Krystallisieren zeigte, trotz wiederholten Umfiallens. 
Wir haben dann den salzsauren Ester wieder in 3 Liter Wasser 
gelést und ohne vorherige Verseifung mit iwberschiissiger Flavian- 
siiure (etwa 150g in 1 Liter Wasser gelést) gefillt. Von dem Ol, 
das sich wieder abgeschieden hatte, wurde nach einer Stunde 
dekantiert. Aus der Mutterlauge erhielten wir beim Einengen im 
Vakuum noch eine kleine Menge dieses Ols. Beide wurden wieder 
mit heiBem Wasser gewaschen und wie oben in das Pikrat iiber- 
gefiihrt, wobei auf 4 Stickstoff 1 Mol Pikrinséiure zugegeben wurde. 
Der Gesamtstickstoffgehalt betrug 1,45 g (= 4,5 g Arginin). Das 
Fliissigkeitsvolumen war etwa 500 cem. Es wurden 7,5 g Pikrin- 
siiure, in 4/, Liter Alkohol gelést, zugesetzt. Zunachst fiel ein dliges 
Pikrat aus, von dem dekantiert wurde. Aus der Flissigkeit 
krystallisierten beim Einengen im Vakuum etwa 1,5 g Pikrat aus. 
Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Wasser und Alkohol 
iinderte es seinen Zersetzungspunkt nicht mehr. Bei 180° (unkorr.) 
sintert die Substanz und zersetzt sich erstmalig sehr scharf bei 
185° unter Gasentwicklung (Wasserabspaltung?), verfirbt sich 
dabei aber kaum. Geht man mit der Temperatur hoéher, so tritt 
allmiahlich eine starke Dunkelfarbung ein und bei 275° nochmals 
Zersetzung unter lebhafter Gasentwicklung. La®t man die Sub- 
stanz aus warmer Lésung unter allmihlicher Erhéhung der Alkohol- 
konzentration auskrystallisieren, so erscheint sie meist in drei- 
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seltigen Blattchen. Bei der wblichen Art des Umkrystallisierens 
erhalt man zu Drusen angeordnete Krystalle. 

Herr Professor H. Steinmetz hatte die Freundlichkeit die 
Krystalle zu untersuchen. Wir moéchten ihm auch an dieser Stelle 
unseren Dank aussprechen. 

Die Ergebnisse seiner Untersuchungen sind folgende: ,,Zu 
halbkugelf6rmigen Gruppen verwachsene Krystillchen. Die ein- 
zelnen Krystallchen sind tafelig ausgebildet und von unscharfen 
in eine Spitze auslaufenden Kanten begrenzt. Quer zu diesen 
Spitzen scheint eine ziemlich gut ausgebildete Spaltbarkeit vor- 
handen zu sein, da sie stets glatt abbrechen; die eine der beiden 
Begrenzungskanten steht meist ziemlich genau rechtwinklig zu 
der Spaltfliche. Im konvergenten Licht erscheint ziemlich normal 
zur Ebene der tafeligen Krystiéllechen das Interferenzbild einer 
optischen Achse; die Kbene der optischen Achse ist parallel der 
Spaltungsebene. Infolge des nahezu normalen Austritts der 
optischen Achse, zeigen die Krystallehen nur unvollkommene Aus- 
léschung (konische Refraktion). Krystallsystem monoklin.* 

Das Pikrat lost sich verhaltnisméiBig leicht in Wasser und 
schwer in Alkohol, in den anderen wblichen organischen Losungs- 
mitteln ist es fast unldslich, Aceton ausgenommen. Das noch 
nicht krystallisierte Produkt ist in Wasser etwas weniger, in 
Alkohol und Aceton etwas mehr ldslich. Zur Analyse wurde es 
im Vakuum bei 70° wher Phosphorpentoxyd zur Konstanz ge- 
trocknet, wobei das lufttrockene Praparat nichts von seinem Ge- 
wicht verlor. 

Pregl: 4,320mg Substanz gaben 5,805mg CO,, 1,525mg H,0; 
3,705 mg Substanz gaben 0,833 ccm N, (707mm, 15°), — van Slyke: 
0,0522 g Substanz gaben 0,90 com N, (720 mm, 16°). 

Fiir Dipikrat C,,H3.N,,0,, (Mol.-Gew. 788,37). 

Ber. C 36,53 H4,09  N24,88 NH,—N 1,78 
Gef. ,, 36,65 , 3,96 » 24,79 » 1,88 

Das oben erwaéhnte 6lige Pikrat wurde wiederholt aus Wasser 
mit Alkohol umgefallt und fraktioniert. SchlieBlich erhielten wir 
auch daraus 3,5 g reines krystallisiertes Pikrat von den Higen- 
schaften des analysierten. 

Arginyl-arginin-methylester-hydrochlorid. 1 g  krystallisiertes 
Pikrat wurde in 50 cm? absolutem Methylalkohol suspendiert und 
in der Kilte trockene Salzsaure in langsamem Strom bis zur Lésung 
eingeleitet. Nach 1stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde 
mit 800 cem Ather gefallt. Nachdem sich der Niederschlag voll- 
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stiindig abgesetzt hatte, wurde dekantiert, wieder in 50 cem Methyl- 
alkohol aufgenommen und 1/, Stunde Salzsiure eingeleitet. 1 Stunde 
spiiter wurde absoluter Ather bis zur starken Triibung zugegeben. 
Uber Nacht setzte sich ein Teil élig am Boden ab, an den Wiinden 
des GefiBes waren dagegen schéne Nadeln auskrystallisiert. Es 
wurde wieder dekantiert, der Niederschlag noch einmal aus Methyl- 
alkohol in Ather umgefallt. Dieses Mal fiel der salzsaure Ester 
als stark hygroskopisches Pulver aus und war trotz allen Be- 
miihungen nicht mehr zur Krystallisation zu bringen. Er wurde 
im Vakuum tiber Phosphorpentoxyd bei 100° zur Konstanz ge- 
trocknet und analysiert. 


Pregl: 4,430 mg Substanz gaben 5,77 mg CO,, 2,69 mg H,O; 3,300 mg 


Substanz gaben 7,167 ccm N, (707 mm, 14°). — Carius: 5,475 mg Substanz 
gaben 5,100 mg AgCl. — van Slyke: 0,0413 g Substanz gaben 1,25 ccm Ny, 
(727 mm, 22°) 1,34 mg. — Pregl-Edlbacher: 0,0282, 0,0077 g Substanz 


0,0218, 0,0052 g¢ AgJ. 
Fiir C,,H3,N,Cl,0, (453,7) 
Ber. C 34,39 H 6,89 N 24,70 Cl 23,45 NH,-N 3,09 OCH, 6,18 
Gef. ,, 35,53 ,, 6,79 ,, 24,03 ,, 23,04 eee » 10,21, 8,92 

Auf die auffallend hohen Methoxylwerte haben wir bereits im allgemeinen 
Teil hingewiesen. Zum Vergleich fiigen wir die Analysen verschieden be- 
handelter Praparate von Arginin-methylesterhydrochlorid (Schmelzp. 195°) 
bei. Nach Trocknen im Vakuum bei 100° bis zur Gewichtskonstanz 16,45 
und 16,65°/, OCH,, nach Trocknen im Vakuum bei 120° ttber P,O, eben- 
falls bis zur Gewichtskonstanz 17,80°/, OCH,. Bei einem Praparat, das im 
Vakuum iiber P,O, 12 Stunden auf 150° erhitzt worden war, sank der Meth- 
oxylgehalt auf 8,56°/,. Neben dem hypothetischen Krystallalkohol ist auch 
Alkohol aus der Estergruppe abgespalten worden. Eine Zersetzung des 
Arginins trat nicht ein, da sich der Aminostickstoff nicht anderte. Ein 
aus Wasser umkrystallisiertes und bei 100° bis zur Konstanz getrocknetes 
Praparat enthielt 16,88°/, Methoxyl. 

Hydrolyse: 

Etwa 0,4 g¢ Esterhydrochlorid wurden mit 20°/, Salzsaure hydrolysiert 
und die Fliissigkeit wiederholt im Vakuum zur Trockene eingedampft und 
schlieBlich auf 100 cem gebracht. 

Gesamt-N: 10 cem verbrauchten 6,6 cem 0,1 n-HCl. 


Argininbestimmung: 
40 ccm gaben mit 20cem 10°/, Flaviansiurelésung versetzt 0,3327 g 


Argininflavianat = 103°/, Arginin-N vom Gesamt-N; 30 ccm gaben 0,2445 g 
Flavianat 101°/, Arginin-N vom Gesamt-N. 


Zur Kontrolle wurden die Mutterlaugen der Flavianate mit Salzsaure 
angesiuert, die freie Flaviansiure mit Butylalkohol extrahiert und die Mutter- 
lauge zur Trockene eingeengt. Es hinterblieb kein Riickstand. 


Der bei 100° im Vakuum getrocknete salzsaure Arginyl- 
arginin-methylester sintert 1m zugeschmolzenen Rohrchen bei 140°, 
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zersetzt sich zum erstenmal bei 180° und zum zweitenmal bei 220° 
jeweils unter lebhafter Gasentwicklung. Er ist auBbe rordentlich 
hygroskopisch, in Wasser und Alkohol leicht l6éslich, 1 Ather un- 
loslich. Die Biuretreaktion ist véllig negativ. Die sais Diuret- 
reaktion in den Priiparaten von Kossel und Staudt diirfte auf 
Verunreinigungen zuriickzufiihren sein. 

Arginyl-arginin-athylester-hydrochlorid. Ir wurde in ent- 
sprechender Weise aus dem Pikrat mit Salzsiéure und Athylalkohol 
dargestellt und einmal aus alkoholischer Lésung mit Ather um- 
cefiillt. 


Pregl: 5,025mg Substanz gaben 6,665 mg CO,, 3,250mg H,0; 


3,670 mg Substanz gaben 0,7306 com N, (716 mm, 13°). — Carius: 6,140 mg 
Substanz gaben 5,475 mg AgCl. — Pregl-Edlbacher: 0,0295 g Substanz 


gaben 0,0186 g AgJ. — van Slyke: 0,0401 g Substanz gaben 1,21 ccm N, 

(728 mm, 21°). 

Ser. C 35,92 H 7,12 N 23,96 Cl 2 

Gf. ,36.07 =. 7H »,B2@Pi., BS 
Die Werte fiir Stickstoff und Athoxyl zeigen die gleichen Abweichungen 

wie beim Methylester. 


2,74 OC,H; 9,63 NH,-N 2,99 
I » 12,08 » 3,25 


Die ibrigen Eigenschaften des Athylesters gleichen denen des 
Methylesters. Die Biuretreaktion ist ebenfalls negativ. Der Zer- 
setzungspunkt hegt etwas hoher, ber 145° Sintern, bei 185° erste 
Zerset zung, bei 230° zweite Zersetzung wieder unter lebhafter Gas- 
entwicklung. 

Zusammenfassung. 

Aus dem partiellen Hydrolysat von Clupeinmethylesterhydro- 
chlorid wurde ein krystallisiertes Pikrat isoliert, das nach Kigen- 
schaften und Analyse sehr wahrscheinlich Arginyl-arginin-dipi- 
krat ist. 

Aus ihm wurden die Hydrochloride des Methyl- und Athyl- 
esters hergestellt, die wegen ihrer starken Hygroskopizitaét nicht 
krystallisierten. 

Literatur. 
I. K. Felix u. K. Dirr, Diese Z. 205, 83 (1931). 


2. A. Kossel u. W. Staudt, Diese Z. <ing ie (1927); vgl auch S. Edl- 
bacher u. H. Burchard, Diese Z. 194, 69 (1930). 





Uber die Frage nach der Entstehung von Citrullin 
im Tierkérper. 


Von 


D. Ackermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1932.) 


Der Nachweis, daB das von Koga und Odake!) in der 
Wassermelone entdeckte, von Wada?*) als 6-Carbaminy]-Ornithin 
| NH,CO(NH)-CH,: CH,:CH,-CH(NH,)COOH] erkannte Citrullin 
sich durch Kinwirkung von Saprophyten®) aus Arginin gewinnen 
liBt, legte die Frage nahe, ob auch der Organismus der hoheren 
Tiere und Pflanzen zu einer solchen Umwandlung fahig ist. 
Fur die Pflanzenwelt ist dies deshalb wahrscheinlich, weil, wie 
schon Koga und Odake feststellten, in der Wassermelone neben 
Citrullin auch Arginin in freier Form auftritt. Fir die Tierwelt 
soll im folgenden die Frage nach Moglichkeit zu kléren versucht 
werden. ; 

Das diesen biologischen UmwandlungsprozeB bewirkende Fer- 
ment wurde als Arginindesimidase*) bezeichnet und gehért zu der 
von F. Linneweh®) als Guanidodesimidasen bezeichneten Gruppe. 
Seine Wirkung NH,C(NH): NH: CH,-CH,:CH,: CH(NH,)COOH + 
H,O = NH,:-CO-NH-CH,:CH,:CH,: CH(NH,)COOH -++ NH, 1aBt 
sich einerseits durch Isolierung von Citrullin nachweisen, anderer- 
seits durch die Feststellung, da Ammoniak, im Hochstfalle der 
4. Teil des angewandten Argininstickstoffs, aus dem Arginin ab- 
gespalten wird. Beide Méglichkeiten des Nachweises wurden bei 
den Versuchen herangezogen. 

Zuerst wurden groéBere Mengen d-Argininmonochlorid sub- 
cutan an Hunde verabreicht, doch lieB sich in den darauf unter- 
suchten Harnen kein Citrullin feststellen. Ks fehlte iibrigens auch 
Ornithin. Arginin wurde nur in dem einen der beiden Versuche, 
und zwar in einer Ausbeute von 1°/, wiedergefunden. Faktisch 
diirfte die Argininmenge dieses Harnes etwas héher gewesen sein, 
da die Berechnung auf das analysenreine Argininkupfernitratsalz 
bezogen wurde, dessen Darstellung verlustreich war. Dieses weit- 
gehende Verschwinden parenteral einverleibten Arginins steht in ge- 
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wisser Ubereinstimmung mit einer Beobachtung von Thompson‘), 
der in dem Harn eines Hundes den Stickstoff des subcutan ver- 
abreichten Arginins bis nahe zu 100°/) als Harnstoff wiederfand. 
H. Miller’) gewann seinerzeit im hiesigen Institut unter denselben 
Bedingungen beim Kaninchen 7,5°/, Arginin aus Harn zuriick. 

Die Isolierung des Citrullins aus Harn ist nun trotz seiner 
Schwerléslichkeit in Alkohol und der Bildung eines in Wasser 
schwerléslichen Kupfersalzes zweifellos schwierig, besonders wenn 
es in geringen Mengen vorliegen sollte. Es konnte deshalb der 
Untersuchung entgangen sein, so daB dazu tibergegangen wurde, 
seine Bildung aus Arginin unter der Kinwirkung von Organbreien 
zu studieren. Es wurden hier vor allem solche Organe gewihlt, 
welche nach den Angaben der Literatur keine bzw. nur eine 
beschrinkte Arginasewirkung entfalten, denn hier konnte am 
ersten mit der Méglichkeit eines anderen Argininabbaues, d. h. 
mit einer einfachen Ammoniakabspaltung aus dem Guanidinkern 
gerechnet werden. Gleichzeitig wurden auch einige Versuche mit 
Leber durchgefiihrt. Die im experimentellen Teil geschilderte 
Methode erméglichte ein quantitatives Urteil iber den Verlust an 
Arginin beziehungsweise iiber die Neubildung von Ammoniak und 
Harnstoff. Es stellte sich nun heraus, daB keins der unter- 
suchten Organe (Milz, Muskel, Niere, Leber vom Rind, ferner 
auch Ganseleber) irgendwie nennenswerte Mengen Ammo- 
niak aus Arginin bildeten, selbst wenn man die Versuche tiber 
lingere Zeit ausdehnte. Danach muB das Vorkommen von 
Arginindesimidase in diesen Organen als ausgeschlossen gelten 
und erscheint tiberhaupt im Korper der héheren Tiere un- 
wahrscheinlich. 

Besonderer Wert war auf die Untersuchung des Kinflusses 
von Milzgewebe gelegt worden, da dieses bekanntlich imstande ist, 
Guanin in Xanthin iiberzufiihren, ein Vorgang, der mit dem Uber- 
gang von Arginin in Citrullin eine gewisse Analogie hat. Um in 
(diesem Falle sicher zu gehen, wurde noch ein besonderer, sich tber 
18 Tage erstreckender Versuch angesetzt, bei dem eine gréBere 
Menge Arginin der sterilen Hinwirkung frischer Rindermilz bei 
sruttemperatur ausgesetzt wurde; Citrullin lie sich nicht nach- 
weisen, wohl aber erhebliche Mengen Ornithin und Harnstoff, die 
beide durch Analyse ihrer Salze identifiziert wurden. 

Die Milz gilt nach mannigfachen Angaben in der Literatur 
als praktisch frei von Arginase. Schon Kossel und Dakin’) 
fanden hier keine Arginasewirkung. Edlbacher hat dies dann im 
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Laufe seiner umfangreichen Untersuchungen ber den Mechanismus 
der Arginasewirkung insofern bestitigt, als er mit diesem Organ 
gar keine oder nur eine sehr geringe Wirkung bekam. Edlbacher 
und Bonem/?) fanden mit Milz nur in einem Falle beim Hund einen 
Abbau von 4,7°/5, beim Meerschweinchen von 10°/, des zugesetzten 
Arginins. — Wenn nun in den _ vorliegenden Untersuchungen 
der einwandfreie Nachweis von Arginase in der Milz doch gelang, 
so ist dies wohl auf die verhaltnismaBig lange Wirkungsdauer 
gzuruckzufiihren, die dazu nétig war. Wahrend es mit Leber in 
Ubereinstimmung mit der Literatur® 1°) schon nach kurzer Zeit 
gelingt, eine Spaltung von anniéhernd 100°/) zu erzielen, war bei 
Rindermilz nach 41/, Stunden erst 0,2°/, nach 81/, Stunden 4°/), 
nach 23 Stunden 26°/,, nach 49 Stunden 46°/, Spaltung fest- 
zustellen. Ob diese langsame Entfaltung der Arginasewirkung auf 
einen geringen Gehalt des Organs an diesem Ferment oder auf 
einem erst allmahlichen Freiwerden der Arginase aus den Zellen 
unter dem EinfluB der fortschreitenden Autolyse beruht, ist schwer 
zu sagen. Aktivierungs- und Hemmungsvorginge kommen gleich- 
falls in Frage, was die jiingsten Untersuchungen Kdlbachers und 
seiner Mitarbeiter?!) besonders in Betracht ziehen lassen. 

Dafs auch andere Organe erst langsam ihre Arginasewirkung 
entfalten, zeigen die Versuche mit Niere und Muskel. 

Selbst bei lang anhaltender Wirkung praktisch frei von Argi- 
nase erwies sich bei den vorliegenden Untersuchungen die Ginse- 
leber, in der auch Edlbacher!?) sowie Felix und Tomita!’) 
keine Arginase hatten nachweisen kénnen. Sogar nach 3tigiger 
Kinwirkung kam die Spaltung hier nicht iiber 1°/) (im Protokoll 
nicht mit aufgefihrt). Beachtenswert ist, daB auch in diesem Organ 
jede nennenswerte Ammoniakabspaltung aus Arginin vermibt 
wurde, so daB also gleichfalls eine Bildung von Citrullin aus- 
zuschlieBen ist, wiewohl die bekannten Abweichungen im Stoff- 
wechsel der Sauropsiden in diesem Falle mit besonderen Ver- 
hiltnissen rechnen leBen. 

In Riicksicht auf den prinzipiellen Unterschied, welcher nach 
Kr. Kutscher!) zwischen den Vertebraten und Avertebraten 
hinsichtlich des Argininstoffwechsels insofern besteht, als nur die 
Wirbellosen freies Arginin und nur die Wirbeltiere Kreatin(in) 
enthalten, wurden auch Versuche mit Arthropodenorganen gemacht. 
Dabei stellte sich heraus, daB sowohl die Leber wie auch der 
Muskel (im Protokoll nicht mit angefiihrt) des FluBkrebses (Astacus 
fluviatilis) Arginase ebenso wie Arginindesimidase vermissen lassen. 
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Experimenteller Teil. 


Subcutane Verabreichung von Arginin beim Hund. 

Ein 16,5 kg schwerer Hund bekommt innerhalb 13 Tagen 
85,5 @ d-Argininmonochlorid (hergestellt nach Felix und Dirr!) 
in 10°/,iger Lésung subeutan. Der Harn wird auf 15 Liter auf- 
sefillt und bei schwefelsaurer Reaktion mit Phosphorwolfram- 
siure ausgefillt. Aus den so niedergeschlagenen Basen lieB sich 
kein Arginin wieder gewinnen. Die zur Aufarbeitung der Arginin- 
silberfraktion verwendete Flaviansiure fillte im  wesentlichen 
Kreatinin. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung wurde auf ver- 
schiedenen Wegen, auf deren Schilderung hier verzichtet sei, hin- 
sichtlich des Vorhandenseins von Citrullin gepriift, jedoch ohne 
Mrfolg. Auch Ornithin konnte weder in der Phosphorwolframsiure- 
fillung noch im Filtrat davon gefunden werden. 

Kin aéhnlicher Versuch, bei dem ein 19 kg schwerer Hund 
innerhalb 7 Tagen 150 ¢ d-Argininmonochlorid subcutan erhielt, 
fiihrte auf dem gleichen Wege zu 4,3 ¢ krystallwasserhaltigem, 
analysenreinen Argininkupfernitrat*), was einer Ausbeute von nur 
1°/, der eingespritzten Argininmenge entspricht. 

0,1451 g lufttrockene Substanz verloren bei 120° 0,0136 g H,O. — 
0,1315 g bei 120° getrocknete Substanz gaben 0,0203 g CuO. 

Fiir (CgH,,N,0,)Cu(NO,). + 3H,O 


Ber. H,O 9,16°/, Gef. H,O 9,37°/, 
Fir (C,H,,N,O,)Cu( NO). 
Ber. Cu 11,86°/, Gef. Cu 12,33°/, 


Arginin und tierische Organe. 

4g d-Arginin werden mit Schwefelsiiure genau neutralisiert, 
mit Wasser auf 250 cem aufgefiillt und mit 50 g Brei des méglichst 
frisch in der Hackmaschine zerkleinerten Organes, sowie 10 cem 
Chloroform nach dem Umschiitteln verschlossen bei 38° gehalten. - 
Kin gleicher Ansatz ohne Arginin diente als Kontrolle. Auf Zusatz 
vines Puffers wurde verzichtet. 

*) Anmerkung: Bei dieser Gelegenheit sei bemerkt, daB sich, ab- 
vesehen von dem bekannten Kupfernitratsalz des Arginins, auch ein Arginin- 
kupfersalz ohne Salpetersiure durch Kochen von Argininlésung mit iber- 
schiissigem Kupfercarbonat und vorsichtigem Einengen der tiefblauen Lésung 
cewinnen 1laéBt. Es krystallisiert in verhaéltnismaBig schwerléslichen tiefblauen 
rystalldrusen. Eine sichere Formel lieB sich trotz der darauf verwandten 
Miihe bisher nicht aufstellen. In der Literatur ist, soweit sich sehen laBt, iiber 
die Verbindung nichts bekannt. 
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*) Die Zahl 0 bedeutet jedesmal Werte unter 1 mg. 
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Zur Untersuchung wurden jedesmal etwa 10 cem in einem 
verschlossenen und zugebundenen Thunbergreagenzrohr!*) 5 Mi- 
nuten in Wasser, das eben gesiedet hatte, gehalten und nach dem 
Abkiihlen auf Zimmertemperatur durch ein glattes Filter in ein 
Pulverflischchen mit Glasstépsel filtriert. Es folgten Mikro- 
bestimmungen des Stickstoffs nach Kjeldahl, des Ammoniaks 
sowie des Harnstoffs nach der Ureasemethode unter Anwendung 
von Phosphatpuffer. Haufig erfolgten Kontrollen durch Doppel- 


bestimmungen. 


Langdauernde Einwirkung von Rindermilz auf Arginin. 

19 ¢@ d-Arginin werden mit Schwefelsiiure neutralisiert, die 
Losung mit Wasser auf 400 cem aufgefiillt und mit 400 ¢ frisehem 
Rindermilzbrei und 20 eem Chloroform unter 6fterem Umschiitteln 
18 Tage bei 38° gehalten. Nach Absaugen des Ungelésten wird bet 
schwefelsaurer L6sung mit Phosphorwolframsiure gefillt. Aus 
dieser Fallung lassen sich nach Neutralisierung der daraus in be- 
kannter Weise gewonnenen Basenlédsung mit Schwefelsiiure und 
Ninengen im Vakuum ohne weiteres 6,7 g eines sch6én krystalli- 
sierenden Sulfats gewinnen, das sich nach mehrfachem Umkrystalli- 
sieren als d-Ornithinmonosulfat erwies. Hs wurde zur Analyse 
ber 130° getrocknet. 


21,845 mg Subst.: 26,1 mg CO,, 14,1 mg H,O. — 5,825 mg Subst.: 
0,764 com N (15,5°, 751 mm). 
Fiir (C;H,.N,0,.),H,SO, Ber. C 33,13 H 7,23 N 15,46 
Gef. ,, 32,58 ioe »» 15,34 


Das Salz zersetzte sich bei 229—231°. Vickery und Cook?’) geben 
Dunkelfarbung bei 225° und Zersetzung unter Gasentwicklung bei 234° an. 
Das d-Ornithinmonosulfat enthalt nach diesen Autoren ein Molekiil Krystall- 
wasser, was sich gleichfalls bestatigen lieB. 


6,647 mg lufttrockne Subst. verloren bei 130° im Vakuum 0,295 mg H,0. 


Fir (C,H,,N,0.),-H,SO, + H,O Ber. H,O 4,97 Gef. H,O 4,44 


Da das Salz anscheinend noch nicht vollig rein war, wurde es in das 
Dichlorid verwandelt, indem nach Beseitigung der Schwefelséure die Lésung 
der Base mit tiberschiissiger konz. Salzsiure im Exsiccator eingeengt wurde. 
Die getrockneten Krystalle schmolzen, wie erwartet, bei 207—208°. 

20,38 mg Subst.: 21,7 mg CO,, 12,2 mg H,O (Ter Meulen). — 
6,070 mg Subst.: 0,733 cem N (21,59, 754 mm). — 8,183 mg Subst.: 
11,403 mg AgCl. 

Fiir C;H,.N,O,-2 HCl 

Ber. C 29,26 H 6,88 N 13,67 Cl 34,59 

Gef. ,, 29,04 ., 6,70 . 13,89 ,, 34,46 
5) 
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Auch das Mono- und Dipikrat des d-Ornithins wurden dargestellt, dic 
beide hier angefiihrt sein mégen, da sie eine Bestaétigung der Schilderung 
geben, die vor kurzem Vickery und Cook?’) von diesen Salzen gaben. 

Das d-Ornithinmonopikrat wird gewonnen, indem man die konzen- 
trierte wabrige Lésung der freien Base mit methylalkoholischer Pikrinséure 
unter Vermeidung eines Uberschusses fallt. Das Salz krystallisiert in diinnen 
orangegelben Nadeln und zersetzt sich bei 210°. 


4,857 mg Subst.: 6,515 mg CO,, 1,810 mg H,O. — 5,592 mg Subst.: 
0,971 com N (17,5°, 736 mm). 
Fiir C,;H,.N,0,-C,H,;N,0, Ber. C 36,57 H 4,16 N 19,39 
Gef. ,, 36,58 » Sal », 19,76 


Das d-Ornithindipikrat wurde durch Versetzen einer konzentrierten 
waBrigen Lésung der freien Base mit iiberschiissiger methylalkoholischer Pikrin- 
siure erhalten. Es bildet nach dem Umkrystallisieren aus Wasser kurze 
schwefelgelbe Prismen und zersetzt sich bei 208—209°. 

21,450mg Subst.: 27,3 mg CO,, 6,4 mg H,O (Ter Meulen). — 4,899 mg 
Subst.: 6,210 mg CO,, 1,860 mg H,O (Preg!). — 7,045 mg Subst.: 1,191 cem N 
(20°, 746 mm). 

Fiir C;H,.N,0.(C,H,N,0-). 
Ber. C 34,58 H 3,05 N 18,98 
Gef. ,, 34,71, 34,57 » 3,04, 3,11 », 19,33 

Nach Vickery und Cook farbt sich das d-Ornithin-Monopikrat sowohl! 
wie das Dipikrat bei ungefahr 200° dunkel und zersetzt sich unter Gasentwick- 
lung bei 208°. — Sie beobachteten den gleichen Unterschied der beiden Pikrate 
in Farbenton und Krystallbildung. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefaillung wurde von der 
Phosphorwolframsiiure befreit und bei schwach schwefelsaurer 
Losung im Vakuum eingeengt. Durch Zugabe von Methanol und 
spiter Athanol, Absaugen und erneute derartige Behandlungen des 
Kiltrates, wurden eine Reihe von Fraktionen geschaffen, in denen 
sich auBer anorganischen Salzen noch etwas Tyrosin und Leucin, 
sowie Ornithin, entsprechend den Angaben Kiesels!§) wber die 
Léslichkeit des Ornithinphosphorwolframats, fanden. Die letzte, 
in absolutem Alkohol lésliche Fraktion bestand aus groBen Mengen 
Harnstoff, der ins Nitrat verwandelt, in emer Reinausbeute von 
8.2 ¢ dieses Salzes erhalten wurde. 

5,259 mg Subst.: 1,548 cem N (18,5°, 752 mm). 

Fir CH,N,O-HNO, Ber. N 34,15 Gef. N 34,11 

Nach Citrullin, das durch seine Schwerldslichkeit in Alkoho! 
und durch ein sehr schwerlésliches Kupfersalz ausgezeichnet ist. 
wurde vergeblich gefahndet. 

Die Ausbeuten an Ornithin und Harnstoff wiirden sich be 
diesem Versuch bestimmt wesentlich erhéhen lassen, doch wurd: 
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Uber die Frage nach der Entstehung von Citrullin im Tierkérper. 19 


hierauf kein Gewicht gelegt, da ja nur das qualitative Vorkommen 
der beiden Substanzen bei der Einwirkung von Milz auf Arginin 
sichergestellt werden sollte. 


Zusammenfassung. 


Das Vorhandensein von Arginindesimidase, welche Arginin 
in Citrullin und Ammoniak spaltet, lieB sich weder bei sub- 
cutaner Verarbeitung von Arginin (Hund) noch in einem 
der darauf untersuchten Organe (Leber, Niere, Muskel, Milz 
vom Rind, sowie Leber der Gans und Leber und Muskel des FluB- 
krebses) nachweisen. 

Als Nebenbefund ergab sich, dai bei langdauernder [in- 
wirkung des betreffenden Organes auf Arginin auch Niere, Milz 
und Muskel vom Rind Arginasewirkung entfalten. Diese fehlte 
vollkommen bei der Leber der Gans und des FluBkrebses. 

Untersuchungen itiber das Vorkommen von Arginindesimidase 
in der Pflanzenwelt sind im Gange. 


Die Arbeit wurde zum Teil mit Mitteln der Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 
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Uber Co-Carboxylase. 
Il. Mitteilung. 


Von 


Ernst Auhagen. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1932.) 


In einer friiheren Mitteilung?) wurde eine neue Art der Aus- 
waschung yon Trockenunterhefe beschrieben. Der ausgewaschene 
Riickstand, fiir den der Name Atiozymase vorgeschlagen wurde, 
ist auch nach Zusatz von Co-Zymase, Magnesium, Hexosediphosphat 
und Acetaldehyd nicht imstande Glucose zu vergiiren. Erst nach 
Zugabe yon Hefekochsaft kommt die Giirung wieder in Gang, und 
es wurde deshalb auf das Vorhandensein eines weiteren Aktivators 
im Hefekochsaft geschlossen. Weiterhin hatte sich gezeigt, dab 
die Decarboxylierung der Brenztraubensiiure durch die Neuberg- 
sche Carboxylase die spezielle Teilreaktion der alkoholischen Giirung 
darstellt, in die der neue Aktivator eingreift. Er wurde darum 
(o-Carboxylase genannt. Als Kinheit und MaB fiir die Reinheit 
wurden die Ausdriicke Cb und ACb eingefiihrt. 

Diese Ergebnisse wurden an Stockholmer Trockenunterhefe 
gewonnen. In der yorliegenden Arbeit sollen sie durch Versuche 
mit Hefesiiften ergiinzt werden. Diese Versuche sind insofern von 
') E. Auhagen, Diese Z. 204, 149 (1932). Auf eine vorliiufige Mit- 
teilung |Naturw. 19, 149 (1931)] hin, in der fiir das neue Co-Enzym die 
provisorische Bezeichnung Co-Zymase II gewihlt worden war, hat Sthee- 
man [Proe. Kon. Akad. v. Wet. Amsterdam, 34, 1347 (1931)] einige Versuche 
veréffentlicht. Sie scheinen ihm zu beweisen, daB die Reaktivierung des 
Systems Atiozymase + Co-Zymase + Magnesium + Hexosediphosphat durch 
Hefekochsaft nur auf der Zufiihrung eines Wasserstoffacceptors beruhe. 
Diese Annahme halte ich durch meine wenige Tage spiiter erschienene aus- 
fiihrliche Mitteilung fiir hinreichend widerlegt. Die widersprechenden Er- 


gebnisse von Stheeman diirften auf die abweichenden Bedingungen bei 
der Auswaschung (zu kurze Zeit und zu wenig Puffer) zuriickzufiihren sein. 
£ g 
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Uber Co-Carboxylase. 91 
einer gewissen Bedeutung, als man gerade auf Grund von Dialyse- 
versuchen?) geschlossen hat, daB die Tiitigkeit der Carboxylase nicht 
an die Gegenwart eines Co-Enzyms gebunden ist. Auch die Be- 
stimmung der Brenztraubensiiure nach Warburg?) durch ihre Ver- 
girung mit Hefesiiften diirfte gelegentlich mit dialysiertem Knzym 
angestellt worden sein und trotzdem zu richtigen Ergebnissen ge- 
fiihrt haben. Es lagen also zwischen den Befunden bei Hefesiiften 
und denen bei Trockenhefe Widerspriiche vor, die der Aufkliirung 
bedurften. 

Die Stockholmer Unterhefe ist zur Darstellung von Buchner- 
schem PreBsaft und Lebedewschem Macerationssaft nicht geeignet. 
Es wurde deshalb zur Darstellung der Sifte Miinchner Liwenbriiu- 
hefe verwendet. Die Hefe hatte wiihrend der kalten Jahreszeit 
drei Tage auf der Bahn gelegen, bevor sie zur Verarbeitung kam. 
Sie wurde in einer Differentialpresse gut abgepreBt; ein Teil (300 g) 
wurde zur Bereitung von Buchnerschem Prefsaft verwendet, der 
Rest (800 g) wurde auf Trockenhefe verarbeitet und weiterhin zur 
Herstellung von Lebedewschem Macerationssaft benutzt. 

In ihrem Verhalten bei der Dialyse zeigten Buchner- und 
Lebedewsaft keinen prinzipiellen Unterschied, sie sollen deshalb 
hier gemeinsam behandelt werden. Sie besaben, besonders der 
PreBsaft, eine nur recht mibige Girkraft gegeniiber Glucose, doch 
wurde Brenztraubensiure hinreichend schnell vergoren. Es wurde 
deshalb lediglich die carboxylatische Spaltung untersucht. Auf 
ihre Geschwindigkeit hat bei Anwendung undialysierten Saftes 
Zusatz von Co-Carboxylase erwartungsgemiB keinen nennenswerten 
KinfluB, auch 5stiindige Dialyse gegen Wasser iindert daran nichts. 
Deutliche Unterschiede erreicht man erst bei liingeren Dialyse- 
zeiten, in Versuch 1 z. B. in 20 Stunden. 


Zur Methodik. 


Als Membrane wurden selbsthergestellte Hiilsen aus Kollodium ver- 
wendet, die etwa 5—10 cem Fassungsvermégen hatten. Die Dialyse fand 
stets bei 0° statt. — Der PreBsaft wurde in iiblicher Weise durch Auspressen 
der mit Sand und Kieselgur verriebenen Hefe bei 100 Atmosphiren Druck 
hergestellt und in mehreren Portionena bis zur Verwendung eingefroren. Die 
Versuche wurden innerhalb der ersten 40 Stunden nach der Bereitung an- 
sestellt. — Der Macerationssaft wurde zu jedem Versuch frisch dargestellt. 





1) Neuberg u. Rosenthal, Biochem. Z. 51, 141 (1913); Neuberg, 
Biochem, Z. 71, 6 (1915). 

2) Warburg, Kubowitz u. Christian, Biochem. Z. 221, 495 (1930); 
227, 251 (1930). 
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20 g Trockenhefe wurden mit 60 ccm Wasser angeriihrt und im Wasser- 
thermostaten 2 Stunden bei 35° geschiittelt. Der Brei wurde auf ein Falten- 
filter gebracht, man erhielt so in einer Stunde 20—25 cem Saft, der schwach 
opaleszierte. — Die tibrige Methodik war die gleiche, wie die in der I. Mit- 
teilung') beschriebene. 

Versuch 1. 18 cem Macerationssaft wurden auf 2 Kollodiumhiilsen 
verteilt und 20 Stunden bei Imaligem Wechsel gegen 2mal 2000 ccm Wasser 
dialysiert. 

Zu jeder Probe: 4eem Dialysenriickstand + 0,3 cem 2-mol. Natrium- 
pyruvinat + 0,8 cem 10°/,iger Phosphatpuffer (py = 5,9) + 0,2 cem 0,2-mol. 
MgCl,. 

Zusatz: 0,2cem weitgehend gereinigte Co-Carboxylase (= 1 mg = 60 Cb). 

Gesamtvolumen jeder Probe 5,5 ccm. 


Tabelle 1. 











Zusatz Co-Carboxylase come 
Stunden ecm CO, 
0,25 1,6 | 1,55 0,6 0,6 
0.50 1,9 | 1,9 1,0 0,95 
0,75 2.0 2.0 1,2 1,15 
1.50 2,0 2.0 1,6 1,55 
4,50 2.0 | 2,0 1,9 1,9 








Verhiiltnis der Girgeschwindigkeiten (1,5 Stdn. : 0,25 Stdn.) 6: 1.’) 


Erheblich schneller verliiuft die Dialyse der Co-Carboxylase, 
wenn man nicht gegen Wasser dialysiert, sondern gegen sekundires 
Phosphat, und damit fiir schwach alkalische Reaktion innerhall 
der Hiilse sorgt. Es seien hier einige Versuche mitgeteilt, die zeigen, 
dab sich die Co-Carboxylase auf diese Weise so gut wie vollstiindig 
vom Enzym trennen libt. 


Versuch 2. 15 cem PreBbsaft wurden gegen Lackmus neutralisiert und 
in zwei Hiilsen gefiillt. Es wurde 40 Minuten gegen Wasser, dann 2 Stunden 
gegen eine gesittigte Lésung von Na,HPO, und schlieBlich wieder 2 Stunden 
gegen Wasser dialysiert. 

Zu jeder Probe: 4 cem Dialysenriickstand +0,8 cem 10°/,iger Phos- 
phatpuffer (py, =5,9)+1 Tropfen Toluol. 

Zusiitze: 0,2 eem gereinigte Co-Carboxylase (=16 Cb), 0,2 cem 0,2-mol. 
Na-pyruvinat, 0,15 cem 0,2-mol. MgCl,. 

Gesamtvolumen jeder Probe 5,5 ccm. 


1) a. a. O. S. 159. 
2) In Wirklichkeit wohl etwas kleiner, da bei liingeren Girzeiten be- 
reits cine gewisse Enzymzerstorung eintritt. 
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Tabelle 2. 





Pyruvinat Pyruvinat Pyruvinat vm 
Zusiitze — Co-Carbox. Co-Carbox. Co-Carbox. 
MgCl, MgCl, — MgCl, 
Minuten eem CO, 
5 0,1 0,4 02 0.0 
15 0,25 1,0 0,6 0.0 
30 0,45 1,5 0,9 0,0 
210 1,4 2,5 1,75 0,0 
900 1,65 2,4 Be —0,3 

















Verhiiltnis der max. 
Girgeschwindigkeiten 


Versuch 3. 25 cem Macerationssaft wurden auf 3 Kollodiumhiilsen 
verteilt und 1 Stunde gegen Wasser, dann 7 Stunden gegen gesiittigte 
Na,HPO,-Lésung und schlieBlich 12 Stunden gegen Wasser dialysiert. 

Zu jeder Probe: 4 cem Dialysenriickstand +0,8 cem 10°/, iger Phos- 
phatpuffer (py = 5,9). 

Zusitze: 0,3 cem 2-mol. Na-pyruvinat, 0,2 cem 1,5°/,ige Acetaldehyd- 
ljsung, 0,2 cem 0,2-mol. MgCl,, 0,2 cem Co-Carboxylase (=60 Cb). 

Gesamtvolumen jeder Probe 5,5 cem. 


Tabelle 3. 





Pyruvinat Pyruvinat Pyruvinat | Acetaldehyd 
Zusiitze MgCl, MgCl, = MgCl, 
Co-Carboxylase — Co-Carbox. | Co-Carbox. 
Minuten eem CO, 
10 0,65 | 0,65 0,0 0,0 0,35 0,0 
25 | 0,05 0.05 0.75 0.0 
45 1,8 1,8 0,1 0,1 1.3 0.0 
120 2,8 2.8 0.25 0,2 29 0.0 








Verhiltnis der max. Giir- 
geschwindigkeiten mindestens . 
OF . 
=?) + 1 


Versuch 4. 20 cem Macerationssaft wurden auf 2 Kollodiumhiilsen 
verteilt und 1 Stunde gegen H,O, 5 Stunden gegen gesiittigte Na, HPO,-Lésung 
und 14 Stunden wieder gegen Wasser dialysiert. 

Zu jeder Probe: 4 cem Dialysenriickstand +0,3 ecm 2-mol. Na-pyru- 
vinat+0,8 ecm 10°/,iger Phosphatpuffer (p,;=5,9)+0,2 cem 0,2-mol. MgCl,. 

Zusatz: 0,2 cem gereinigte Co-Carboxylase (=60 Cb). 
Gesamtvolumen jeder Probe 5,5 ccm. 
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Tabelle 4. 





Zusatz | Co-Carboxylase a 
Stunden | eem CO, 
| 
0,25 1,0 | 1,0 0,0 0,0 
0,75 ’ 1,9 0,05 0,05 
2,00 1,9 | 2.0 0,2 0,2 
4.50 2,0 | 2,1 0,4 0,4 
7,00 2,0 2,1 0,6 0,6 








ee 





Verhiiltnis der maximalen 
Giirgeschwindigkeiten mindestens 
40:1 

Die Versuche mit Hefesiiften zeigen also dasselbe wie dic 
mit Trockenhefe: Die Wirksamkeit der Carboxylase ist an einen 
Aktivator gebunden. Man kénnte gegen diese Feststellung ein- 
wenden, daf es sich bei der beobachteten Kohlensiiureentwicklung 
um eine Selbstgiirung handelt, die durch die Co-Enzymlésung 
aktiviert wird, mit anderen Worten, daf der Aktivator in eine 
andere Phase der alkoholischen Girung eingreift oder gar mit 
der Co-Zymase identisch ist. Diese Annahme wird widerlegt durch 
den in der letzten Kolonne der Tab. 8 wiedergegebenen Versuch: 
ersetzt man das Substrat Brenztraubensiiure durch eine Menge 
Acetaldehyd, die auf die Glucosegiirung gleich aktivierend wirkt 
wie die Brenztraubensiiure, so findet iiberhaupt keine Girung statt. 
Die Identitiit Co-Zymase—Co-Carboxylase wird durch den folgenden 
Versuch erneut ausgeschlossen. 


Tabelle 5. 

















a Co-Carboxylase Co-Carbox. — 
Zusiitze ; 
_ Co-Zymase Co-Zymase 

Minuten ecm CO, 
0,1 0,55 0,55 0,0 0,0 0,55 0,0 
0,2 0.9 0,9 0,0 0.0 0.9 0,0 
0,4 1,35 1,35 0,0 0,0 1,4 0,0 
0,6 1,7 Le 0,05 0,05 1,75 0,05 
1,0 2,2 2.2 0,1 0,1 2.3 0,1 
5.0 3,7 3,8 0,4 0,4 4.0 0,4 





Verhiiltnis der maximalen Giir- 
geschwindigkeiten mindestens 
50:1 


Versuch 5. 23 cem Macerationssaft wurden auf 3 Kollodiumhiilsen 
verteilt und 1,5 Stunden gegen Wasser, 5 Stunden gegen gesiittigte Na, HPO,- 
Lésung und 12 Stunden wieder gegen Wasser dialysiert. 
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Zu jeder Probe: 4 cem Dialysenriickstand+0,3 cem 2-mol. Na-pyru- 
vinat+0,2 cem 0,2-mol. MgCl, +0,8 eem 10°/,iger Phosphatpuffer (p,;= 5,9). 

Zusiitze: 0,1 cem gereinigte Co-Zymase') (=1,0 mg=60 Co), 0,1 cem 
cereinigte Co-Carboxylase (0,9 mg = 380 Cb). 

Gesamtvolumen jeder Probe 5,5 cem. 

DaB die Co-Carboxylase in schwach alkalischeinn Medium 
ivgl. Tab. 6) so viel leichter dialysierbar ist als in neutralem, findet 
seine Erklirung wahrscheinlich darin, dab sie mit einem hoch- 


Tabelle 6. 





Entfernung der Co-Carboxylase 





Dialysenzeit nach Dialyse gegen 
in Stunden , 
H,O Na, HPO, 
5 unbedeutend i oa Pe 
etwa 20 83 °/, 96—98 °/, 


molekularen Bestandteil der Hefe (KiweiB?) eine salzartige Ver- 
bindung eingeht, die bei alkalischer Reaktion stiirker dissoziiert 
als bei neutraler. Darauf diirfte es auch zuriickzufiihren sein, 
daB beim Auswaschen von Trockenhefe mit Wasser keine wesent- 
liche Verarmung an Co-Carboxylase eintritt. 

Die aktivierende Wirkung des Magnesiums, die schon hei der 
Brenztraubensiiurevergirung durch Atiozymase + Co-Carboxylase 
bemerkt worden war’), wurde auch bei dialysierten Hefesiiften 
regelmiBig wiedergefunden (vgl. z. B. Versuch 2 und 38). Solange 
aber die Unterschiede nicht grifer sind, soll diesem Befunde 
keine allzugroBe Bedeutung zugeschrieben werden. 

Im Zusammenhang mit einer kiirzlich erschienenen Mitteilung 
von Kluyver und Stheeman’‘) sei darauf hingewiesen, dab man 
wohl nicht ohne weiteres, wie sie es tun, von einer Aufteilung des 
Hardenschen Co-Enzyms sprechen kann. Das gegenwiirtig be- 
kannte Co-Enzymsystem umfaBbt Co-Zymase (von Kluyver wird 
sie EKulers Prinzip genannnt), Co-Carboxylase, Mg (und K?). 
Nach den oben mitgeteilten Versuchen diirfte bei der Harden- 
schen Entdeckung, daB die Holozymase durch Dialyse reversibel 
inaktiviert wird, die Co-Carboxylase keine entscheidende Rolle 


! Fiir die Uberlassung hochgereinigter Co Zymasepriiparate sage ich 
Herrn Prof. Myrbick auch an dieser Stelle meinen herzlichsten Dank. 

?) Es sei angenommen, da die Berechnung dieser Zahlen aus dem 
Verhiltnis der maximalen Girgeschwindigkeciten berechtigt ist. 

%) Auhagen, a.a. O. S. 166. 

*) Biochem. Z. 244, 366 (1932). 
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gespielt haben. Fiir das Magnesium erscheint es ebenfalls fraglich, 
ob es im Hefesaft in einer leichtdialysierbaren Form vorliegt, 
nachdem man die Erfahrung gemacht hat, dab es aus Trockenhefe 
mit Wasser nicht auswaschbar ist. Bewiesen ist fiir das von 
wHardenschem Co-Knzym“ freie System nur, daB es frei ist von 
(o-Zymase (und K?). Die sonstigen Aktivatoren, Hexosediphos- 
phat als Wasserstoffdonator, Wasserstoffacceptoren wie Acetaldehyd 
oder Methylenblau und insbesondere anorganisches Phosphat darf 
man wohl nicht zu den Co-Enzymen rechnen; die ersten beiden 
sind typische Autokatalysatoren, sie werden im Verlauf der Girung 
produziert, und das anorganische Phosphat wird zur Bildung der 
Zuckerphosphorsiiureester in grofen Mengen verbraucht, ist also 
letzten Endes ein Ausgangsmaterial, aber kein Katalysator. 

(‘herhaupt scheint es mir empfehlenswert, den Begriff Co-Enzym 
noch enger zu fassen, als es oben geschehen ist. HKbensowenig 
wie man die Metalle, die, wie z. B. Mangan, im Tierkérper in 
minimalen Mengen vorkommen und ohne deren Zufuhr sich schwere 
Degenerationserscheinungen zeigen’), zu den Vitaminen rechnet, 
sollte man anorganische Verbindungen zu den Co-Knzymen rechnen. 
Man hiitte an ein Co-Enzym dann folgende Anforderungen zu 
stellen: Kin Co-Enzym ist ein organischer Stoff von (im Verhiiltnis 
zu den Enzymen) niedrigem Molekulargewicht. Ohne seine An- 
wesenheit vermag das zugehérige Knzym keine Wirksamkeit zu 
entfalten. Kine Molekel des Co-Enzyms muB gemeinsam mit dem 
Knzym eine gréBere Anzahl von Substratmolekeln umsetzen kénnen. 
Kine Vermehrung des Co-Enzyms findet wihrend der enzymatischen 
Reaktion in vitro nicht statt. Diese Voraussetzungen erfiillen 
von den Aktivatoren der alkoholischen Girung nur Co-Zymase 
und Co-Carboxylase. 

Zusammenfassung. 

Aus Hefesiiften ist das Co-Knzym der Carboxylase, die Co- 
Carboxylase durch Dialyse gegen Wasser nur schwer zu entfernen. 
Bei Dialyse gegen alkalisches Phosphat gelingt es jedoch, Siifte 
zu erhalten, deren Girkraft gegeniiber Brenztraubensiiure durch 
Zusatz yon aus Hefekochsaft dargestellter gereinigter Co-Carboxy- 
lase auf das 25—50 fache gesteigert werden kann. 

Auch bei Hefesiiften besitzt das Magnesium eine steigernde 
Wirkung auf die Vergirung der Brenztraubensiure. 


' Orent u. Me. Collum, J. of. biol. Chem. 92. 651 (1981). 
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Uber den Nachweis von Norvalin unter den Spaltprodukten 
von Eiweifstoffen. 
Von 
Emil Abderhalden und Kurt Heyns. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. April 1932.) 


% 


Norvalin ist nach allen vorliegenden Erfahrungen ein weit 
verbreiteter KiweiBbaustein. Dab es so spit aufgefunden worden 
ist, beruht darauf, daB seine Kigenschaften Valin gegeniiber nicht 
ausgesprochen genug verschieden sind. Das etwas niedrigere 
Drehungsvermégen des Norvalins gegeniiber dem Valin ist auf 
Racemisierung zuriickgefiihrt worden. Nachdem das Vorkommen 
von Norvalin als KiweiBbaustein einwandfrei erkannt ist, ist es 
durch sorgfiltige fraktionierte Krystallisation gegliickt, es weit- 
cehend von Beimengungen zu betreien und unter allerdings er- 
heblichen Verlusten annihernd rein zu gewinnen. Es diirfte jedoch 
in vielen Fiillen nicht méglich sein, die genannte Aminosiure 
ohne allzugroBe Verluste durch bloBe fraktionierte Krystallisation 
in analysenreinem Zustand zu gewinnen und eindeutig zu identi- 
fizieren. Sicher fihrt zum Ziele die Uberfiihrung der méglichst 
weit gereinigten Aminosiure in die zugehérige «-Bromfettsiure 
und Ausniitzung ihrer bedeutend schnelleren Aminierungsgeschwin- 
digkeit, verglichen mit derjenigen der e¢-Bromisovaleriansiure.’ 
Nun ist kirzlich beobachtet worden, dab bei der Trennung eines 
Gemisches von isomeren «-Bromeapronsiiuren die Verfolgung der 
Bromabspaltung unter der Einwirkung von Trimethylamin insofern 
ausgezeichnete Ergebnisse liefert, als ¢-Brom-n-capronsiure auber- 
ordentlich viel schneller in die N-Trimethylaminverbindung iiber- 
cefiihrt wird, als die dem Leucin und I[soleucin entsprechenden 
Bromfettsiiuren.?) Wir haben diese Erfahrung auf die Trennung 


'! Vel. E. Abderhalden u. K. Heyns, Diese Z. 206, 137 (1932). Hier 
finden sich weitere Literaturhinweise. 
2) E. Abderhalden u. S. Beckmann, Diese Z. 207, 93 (1932). 
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von Valin und Norvalin iibertragen. Es zeigte sich, daB es 
moglich ist, selbst dann Norvalin einwandfrei nachzuweisen, wenn 
es in einem Gemisch von Valin, Leucin und Isoleucin in einer 
verhiltnismaBig kleinen Menge vorhanden ist. Zur Identifizierung 
der Trimethylaminverbindung eignet sich das Goldsalz ganz be- 
sonders gut. In Fig. 1 ist der Verlauf der Trimethylaminierung 
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Fig. 1. 
a) Trimethylaminierungsgeschwindigkeit von Brom-n-valeriansaure. 
b) = , Brom-iso-valeriansaure. 
c) ‘i eines Gemisches von '/, Brom-n-valeriansiure und *, Brom- 
iso-valeriansaéure. 
d) m eines Gemisches von je einem Viertel Brom-n-valeriansaure, 


Brom-iso-valeriansaiure, Brom-iso-butylessigsiure, Brom-/- 
methyl-f-ithyl-propionsaure. 
Der Pfeil gibt die Stelle der Unterbrechung der Trimethylaminierung 
zum Zwecke der Fahndung auf Norvalin an. 

von @«-Brom-n-valeriansiure und von ¢-Bromisovaleriansiure dar- 
gestellt. Ferner sind zwei Beispiele des Verhaltens von Gemischen 
der genannten beiden Bromfettsiiuren und ferner von «-Brom- 
isobutylessigsiure und «@-Brom-f-methyl-f-ithylpropionsiure 
wiedergegeben. 

Der Gang der Untersuchung ist kurz folgender: das Amino- 
siiuregemisch wird zuniichst in bekannter Weise mittels Nitrosyl- 
bromids in die entsprechenden ¢-Bromfettsiiuren iibergefiihrt. Man 
unterwirft diese der fraktionierten Destillation und liBbt auf das 
Destillat 33°/,ige Trimethylaminlésung bei 37° einwirken. Nach 
2 Stunden wird mit Salzsiiure schwach angesiiuert und hieraut 
ausgeiithert. Die saure Lésung wird nach dem Silbersulfat-Baryt- 
verfahren aufgearbeitet und die N-T'rimethylaminosiure als Gold- 
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eS salz abgeschieden, nachdem zuvor die baryt-alkalische Lésung 
in kurze Zeit zur Entfernung von noch vorhandenem Trimethylamin 
er aufgekocht worden ist. Um den giinstigsten Zeitpunkt der Unter- 
ig brechung der Trimethylaminierung festzustellen, verfolgt man durch 
e- |  Feststellung der Ionisierung von Brom nach Volhard den Gang 
1g der Bromabspaltung. 


Die Verwendbarkeit der angefiihrten Methode haben wir u. a. 
an folgendem praktischen Beispiel erprobt. Ein aus Diinndarm- 
inhalt vom Rind gewonnenes Aminosiiuregemisch wurde wiederholt 
fraktioniert. Leucin und der gréBte Teil des Isoleucins wurden 
abgetrennt. Es verblieb eine Krystallfraktion, die Analysenwerte 
ergab, die anzeigten, daB in der Hauptsache Aminovaleriansiiure 
vorhanden war, jedoch noch vermischt mit Aminosiiuren der 
6-Kohlenstoftreihe. Dieses Gemisch wurde, wie oben beschrieben, 
hbehandelt. Das Ergebnis ist in Fig.2 wiedergegeben. Es gliickte 
ohne jede Schwierigkeit, Norvalin festzustellen. 
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- Fig. 2. Verlauf der Trimethylaminierung von Bromkérpern aus der Valinfraktion des 
e Diinndarminhalts bei 37°. 
4) yon synthetischer Brom-n-valeriansaiure. 
b) von synthetischer Brom-iso-valeriansdure. 
‘) Trimethylaminierungsgeschwindigkeit der fraglichen Bromvaleriansiuren aus Diinndarm- 
r inhalt. 
= Der Pfeil gibt die Stelle der Unterbrechung der Reaktion an. 
] . 
| .Experimenteller Teil. 
7) ° ° ° 
Messung der Geschwindigkeit 
‘ | der Trimethylaminierung von «-Brom-n-valeriansaure 
[ |@ und «-Brom-isovaleriansaure (vgl. hierzu Fig. 1). 
: % } Um genaue Ergebnisse zu erzielen, wurden siimtliche Operationen bei 


Ji° vorgenommen; die Liésungen wurden vorgewiirmt. 
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1. 5 ga-Brom-n-valeriansiiure wurden mit 33°/,iger wiBriger Trimethy]- 
aminlésung auf 25 ccm aufgefiillt. Einer 100°/,igen Trimethylaminierung 
wiirde ein Verbrauch von 11,05 cem n/10-AgNO, auf 1 cem Lésung ent 
sprechen. 





Zeit Verbrauch an °/, Trimethyl- 
in Stunden ecm AgNO, aminierung 
1 4,80 43,5 
2 7,90 71,5 
3 9,49 85,9 
4 10,40 94,1 
5 10,85 98,1 








2. 5 g a-Bromisovaleriansiiure wurden unter denselben Bedingungen 
angesetzt wie bei 1. 





Zeit Verbrauch an °/, Trimethyl- 
in Stunden ecm AgNO, aminierung 
] 0,52 4,7 
2 0,91 8,2 
3 1,22 11,0 
6 2,00 18,1 
26 6,40 57,9 
48 9,30 84,2 








Darstellung von N-Trimethyl-norvalin. 

10 g o-Brom-n-valeriansiiure wurden mit 30 cem 45°/,iger wiBriger 
Trimethylaminlésung versetzt und in einer Glasstipselflasche 12 Stunden 
im Brutraum aufbewahrt. Das iiberschiissige Trimethylamin wurde dann 
unter vermindertem Druck durch mehrfaches Abdampfen und Wiederauf. 
nehmen mit Wasser entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen 
und in der Hitze mit einer Silberoxydaufschlimmung behandelt, bis alles 
Halogen entfernt war. Nunmehr wurde das Filtrat mit Schwefelwasserstoti 
vom Silber befreit. Nach Vertreiben des Schwefelwasserstoffes wurde im 
Vakuum bis zum Sirup eingedampft. Durch Anriihren mit wenig Alkoho! 
und Verdampfen auf dem Wasserbade wurden weiBe, hexagonale Prismen 
erhalten. Schmelzpunkt: Sintern iiber 200°, Schmelzen bei 219° Um 
Krystalle zu erhalten, ist Vorbedingung, da8B der Sirup frei von Trimethy!- 
amin ist. Die N-Trimethylaminverbindung lést sich in fast allen gew6éhn- 
lichen Lésungsmitteln, am schwersten in Ather. 


0,0467 g verbrauchten nach Kjeldahl 3,05 cem n/10-H,SO, 
C,H,,0,N (Mol.-Gew. 159,1). Ber. N 8,80 Gef. N 9,15. 


Darstellung des Goldchloriddoppelsalzes von N-Trimethyl-norvalin. | 

2 ¢ Trimethyl-norvalin wurden in 15 cem verdiinnter Salzsiiure gelist 
und auf 60—80° erhitzt. Hierauf wurde die ungefihr berechnete Menge 
einer 10°/,igen Lésung von Goldtrichlorid in Wasser zugefiigt. Beim lang 
samen Abkiihlen bildeten sich goldgliinzende Plittchen, die sich aus ver 
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diinnter Salzsiure gut umkrystallisieren lieBen. Die Verbindung ldst sich 
in Alkohol, Ather, Chloroform und Aceton. Sie ist sehr wenig léslich in 
Wasser. Schmelzp. 173—174°. 


0,0348 g Subst.: 0,0138 g Au. 
C,H,,0,NCl,Au (Mol.-Gew. 499,2) Ber. Au 39,50 Gef. Au 39,66. 


Darstellung von N-Trimethyl-valin und seines Goldsalzes. 


10 g «-Brom-isovaleriansiiure wurden mit 45 cem 45°/,iger Trimethyl- 
aminlésung 14 Tage im Brutraum aufbewahrt. Die Aufarbeitung des Re- 
aktionsgemisches geschah genau so, wie beim Norvalin beschrieben. Hexa- 
gonale Prismen, die im Kapillarrohr bei 80° zu erweichen beginnen und 
erst bei 125° restlos geschmolzen sind. 


0,0369 g verbrauchten nach Kjeldahl 2,30 cem n/10-H,SO,. 

C,H,,0,N (Mol.-Gew. 159,1) Ber. N 8,80 Gef. N 8,73. 

Die Darstellung des Goldsalzes geschah, wie oben beschrieben. Gold- 
vliinzende Platten aus verdiinnter Salzsiiure. Schmelp. 239° Die Schmelz- 
punktsdifferenz beider Goldsalze betriigt somit fast 70°. 


Messung der Trimethylaminierungsgeschwindigkeit von 

Gemischen von a-Bromfettsdéuren bei 37° (vgl. hierzu Fig. 1). 

1. 5 g eines Gemisches von '/, «-Brom-n-valeriansiiure und */, «-Brom- 
isovaleriansiure wurden mit 33°/,iger wiBriger Trimethylaminlésung auf 
25 cem aufgefiillt. Einem Verbrauch von 11,05 cem n/10-Silbernitrat auf 
1 cem Lésung wiirde eine Trimethylaminierung zu 100°/, entsprechen. 





Zeit Verbrauch an 
in Stunden eem n/10-AgNO, 


°/, Umsetzung 











1 1,80 16,: 
2 2.50 22.6 
4 3,20 29.0) 
8 4.35 39,3 
24 7,09 64,2 


2. 5 g eines Gemisches von je 25°/, a-Brom-n-valeriansiiure, «-Brom- 
isovaleriansiure, o-Brom-isobutyiessigsiiure und a-brom-f-methyl-p-iithyl- 
propionsiure wurden, wie unter 1. beschrieben, behandelt. Einem Verbrauch 
von 10,3 cem n/10-Silbernitrat wiirde eine Umsetzung zu 100°/, entsprechen. 





Zeit Verbrauch an °/, Trimethyl- 
in Stunden cem n/10-AgNO, aminierung 
1 1.80 17,5 
2 2,55 24,8 


4 3,18 30,9 
8 4,50 43,7 
o4 


7,90 72,8 
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In beiden Beispielen wurde das Bromfettsiiuregemisch mit 25 cem 
33°),iger Trimethylaminlésung versetzt. Die Lésung wurde bei 37° auf- 
bewahrt. Nach 2 Stunden wurde die Umsetzung durch Ansiiuern mit ver- 
diinnter Salzsiiure unterbrochen. Es wurde ausgeiithert und nach Anwendung 
des Silbersulfat-Barytverfahrens das Goldchloriddoppelsalz des in der Lésung 
vorhandenen Betains dargestellt. In beiden angefiihrten Beispielen konnte 
das Goldsalz des N-Trimethyl-norvalins ohne jede Schwierigkeit in reinem 
Zustand isoliert werden. Schmelzpunkt nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus verdiinnter Salzsiiure 172 bzw. 171° Die Mischschmelzpunkte mit dem 
aus reinem Norvalin in entsprechender Weise gewonnenen Goldsalz zeigten 
keine Depression. 


Isolierung von Norvalin aus einem aus Diinndarminhalt 
gewonnenen Aminosauregemisch. 


3,8 g des Gemisches wurden in 25 ccm 20°/,iger Bromwasserstoffsiiure 
gelist und dann unter guter Kiihlung 8 g Brom hinzugefiigt. Hierauf wurde 
3 Stunden lang ein kriftiger Stickstoffoxyd-Strom durch die Lésung geleitet. 
Nach Ablauf dieser Zeit wurden nochmals 4 g Brom hinzugefiigt und die 
Kinleitung des Stickoxydes noch 2 Stunden lang weitergefiihrt. Nach Durch- 
leitung eines Luftstromes wurden die Bromfettsiiuren ausgeiithert. Der 
Ather wurde verdampft und der Riickstand der Destillation unterworfen. 
Ks wurden 2,5 g Bromfettsiiure erhalten. Sie gingen bei 12 mm Druck bei 
112—-125° iiber. 


Verfolgung der Geschwindigkeit der Trimethylaminierung. 

2,5 g Bromfettsiiuren wurden bei 37° mit 33°/,iger wiBriger Trimethy]- 
aminlisung auf 20 cem aufgefiillt. Kinem Verbrauch von 6,91 eem n/10-AgNO, 
wiirde eine Umsetzung von 100°/, (berechnet auf Bromvaleriansiiure) ent- 
sprechen. 

1 cem verbrauchte nach 1 Std. 1,20 eem n/10-AgNO, = 17,4°/, Umsetzung 


1 cem - 5» 2Std. 1,70 cem ~ = 24,6°, - 
1 cem ” »  8Std. 3,50 cem ™ = §0,7°/, " 
1 cem m 5, 22 Std. 5,85 ccm ss = §4,7°/, “ 


Die in Fig.2 dargestellte Kurvec zeigt besonders im Anfangsteil groBe 
Ahnlichkeit mit der in Fig.1 wiedergegebenen Kurvec (Beispiel eines Gemisches 
von « Brom-n-valeriansiure und «-Brom-isovaleriansiiure imV erhiiltnis von 1:4). 
Nach 2 Stunden wurden 3 cem der Liésung abgenommen und zur weiteren 
Verfolgung der Bromabspaltung im Lrutraum belassen. Der Rest wurde 
angesiiuert und, wie oben beschrieben, aufgearbeitet. Das gewonnene Gold- 
salz zeigte nach 2 maligem Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiiure den 
Schmelzpunkt des N-Trimethylnorvalins. Der Mischschmelzpunkt mit synthe- 
tisch bereitetem Goldsalz von N-Trimethylnorvalin ergab keine Depression. 


Fiir C,H,,O0,NCI,Au (499,2) Ber. Au 39,50 Gef. Au 39.52. 
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Uber die Maltasen der Leukocyten. 
(Achte Abhandlung titber Enzyme der Leukocyten.) 
Von 


Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium 
der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1932.) 


Desmo-maltase. 

Leukocyten enthalten Maltase, aber ihre Glycerinausziige ver- 
mégen nicht Maltose zu spalten; dies zeigten wir in unserer Unter- 
suchung iber leukocytiire Amylasen!) und fanden es in weiteren 
Versuchen bestitigt. Die Zellreste enthalten nach der Behandlung 
mit Glycerin, wie zu erwarten war, glycerinunlésliche Maltase; sic 
zeigt groBe Bestindigkeit. Die Tabelle verzeichnet Beispiele der 
Maltasewirkung solcher Zellreste und anderer, die wir nach der 
behandlung mit Glycerin einer weiteren mit 2°/jiger Dinatrium- 
phosphatlésung unterworfen hatten. Nach diesem Eluieren mit 
Phosphat ist die Maltasewirkung der Riicksténde tiberraschend 
hoch, wahrscheinlich héher als zuvor, aber auch die Phosphat- 
elution enthalt Maltase (Versuche 5 und 6 der Tabelle). Beim 
Kluieren von f-Desmo-amylase aus den Zellresten, das zugleich 
erfolgt, findet, wie sich aus dem Vergleich der diastatischen Wirkung 
vor und nach der Behandlung mit Phosphatlésung deutlich ergibt, 
Zunahme des Wirkungsvermogens statt, wahrscheinlich infolge der 
ntfernung von Hemmungskorpern. Dasselbe scheint fiir Maltase 
zu gelten. 

Die Maltasebestimmungen wurden in der vorliegenden Arbeit 
coméB den Angaben der VI. Abhandlung dieser Reihe ausgefiilrt. 

Es ist zweifelhaft, ob die in Phosphat twbergehende Fraktion 
der zellgebundenen Maltase zu den Desmo-enzymen zu rechnen ist. 
Is kénnte hier auch ein Endo-enzym von der Art der Hefemaltase 
vorliegen.?) Die Gruppen der Endo- und Desmo-enzyme werden 
sich vielleicht nicht scharf trennen lassen. [Hs ist einerseits hervor- 
zuheben, daB, wie im folgenden gezeigt wird, die phosphatlésliche 


1) R. Willstatter u. M. Rohdewald, Diese Z. 208, 189 (1931) und 
zwar S. 190 und 195. 

2) Vgl. unsere vorangegangene Abhandlung ,,Uber den Zustand der 
zuckerspaltenden Enzyme in der Hefezelle“. 
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Ty 
Tabelle. 
Vorkommen von Desmo-maltase und Verhalten gegen Phosphat. 


(Die Maltosespaltungen sind durch Zunahme des Reduktionswertes [mg Cu} 
ausgedriickt; die Angaben bezichen sich auf Titrationsproben von 8 ccm; 30°. 
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Vorbehandlung der Leukocyten [3 52] |px|] 23 | REL le ae F 
wie CI > | £8S |e s8s 
44 Set leaA 
mg | mg Stdn.] SHE ISa e 
Frischleuk. 2mal kurzm. Glyc. beh. | 167 [51,6]6,2}25; 49]18,0; 28,1 
desgl. 167 |51,6}6,8}25; 49/16,4; 27,3 
Frischleukocyten, kurz, dann lang 
mit Glycerin behandelt. . . .] 211 |44,0/6,2}24 13,2 
Frischleuk. m. Glye. u. Phosph. bch. | 229 | 43,4]6,2|24 — 29,7 
desgl. 181 |41,6]6,2]27 -— 32,9 
desgl. 181 |41,6]7,0]27 ~— 32,2 
Trockenleukocyten mit Glycerin 
und Phosphat behandelt . . .]| 148 |44,6/6,2]30 28,0 7,2 8, 
desgl. 178 {43,4/6,2] 7; 48]16,0; 37,3) — — | — 
desgl. 178 }43,4]6,5]29; 727 -— —] — — |g 























Maltase gleich der in den Zellresten zuriickbleibenden Maltase 
starke Hemmung durch Glycerin erleidet. Andererseits erweis' 
sich nach feinstem Zerreiben der Blutzellen mit Quarzsand unter 
Anwendung von fliissiger Luft nicht die ganze Menge der Zellrest- 
maltase als glycerinunldslich, sondern die feinst zerriebene Masse 
gibt einen Teil des Enzyms an Glycerin ab. 

Getrocknete Leukocyten (1,4 g) extrahierten wir zunéchst mit Glycerin, 
allerdings nur einmal !/, Stunde mit 7 cem wasserfreiem Glycerin. Nach Ab- 
trennung von der Fliissigkeit wurden die mit Wasser gewaschenen Zellreste 
mit 4g Sand unter Anwendung von viel fliissiger Luft mehr als 30 Minuten 
energisch zerrieben. Eine Halfte diente unmittelbar zur Maltasebestimmung, 
die andere wurde zuvor mit 6 cem 100°/,igem Glycerin extrahiert und nach- 
gewaschen; die Temperatur stieg beim Abtrennen des Glycerinauszugs durcl: 
Verdiinnen und Zentrifugieren auf 10°. 

Die enteiweibte Titrationsprobe von 8 cem, entsprechend 
160 mg angewandter Leukocyten, enthielt 46,6 mg Maltose. 

Die nur zerriebenen Zellreste ergaben in 6 und in 22 Stunden 
Zunahme des Reduktionswertes um 5,0 und 17,4 mg Cu. 

Die mit Glycerin extrahierte Hialfte bewirkte Zunahme um 
2,1 und 10,4 mg Cu. 

Wiihrend die Zellreste, die mit Glycerin, dann mit Phosphat 
eluiert waren, starke Maltasewirkung ausibten, biiBten sie dies 
zum groBen Teil ein bei einmaliger und zum gréBten Teil bei zwei- 
maliger Behandlung mit Papain. Die entstandenen Lésunger 
zeigten noch stirkere Maltasewirkung als die angewandten Zell- 
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Uber die Maltasen der Leukocyten. 


reste. Die nach 2-maliger Papainbehandlung wiedergewonnenen 
Zcllreste besaBen noch ausgeprigte amylolytische Wirkung, wihrend 
ihr Maltosespaltungsvermégen nur noch schwach war. 


Versuch 1. Leukocyten von 2,84 g¢ Trockengewicht wurden nach 
2maligem Ausziehen mit Glycerin 29 Stunden bei 30° mit 150 mg Papain 
behandelt; pH = 5,9. 

Die angewandten Zellreste bewirkten in einer Titrationsprobe, ent- 
sprechend 210,5 mg Leukocytentrockengewicht, bei px = 6,2 in 24 Stunden 
Zunahme des Reduktionswertes um 13,2 mg Cu. Der entsprechende Wert mit 
den nach der Proteolyse wiedergewonnenen Zellresten betrug 3,9 mg. 

Die bei der Proteolyse entstandene Lésung ergab unter gleichen Be- 
dingungen, aber in Acetatpuffer, 16,6 mg Cu Reduktionswertzunahme. 

Versuch 2. Leukocyten von 3,14 g Trockengewicht unterwarfen wir 
der Einwirkung von 150 mg Papain wahrend 4 Stunden unter den Bedingungen 
von Versuch 1. Eine zweite Proteolyse mit 2,09 g (urspriinglicher) Trocken- 
substanz und 100 mg Papain erfolgte waihrend 22 Stunden. 

Die Reduktionszunahme in der Titrationsprobe, enthaltend 232,6 mg 
Leukocytensubstanz, ergab fiir das Ausgangsmaterial in 23 Stunden 21,4 mg 
Cu-Zunahme, 4,9 und 1,6 mg fiir die Imal und 2mal der Proteolyse unter- 
worfenen Zellreste. 

Die beiden Papainbehandlungen lieferten Lésungen, deren Maltasewirkung 
sich in den Cu-Zunahmen von 25,7 und von 0,5 mg ausdriickte. 


In allen untersuchten Zustiinden fanden wir das Enzym durch 
Glycerin, und zwar schon bei geringer Konzentration desselben, 
hemmbar, von der Suspension der Frischleukocyten an bis zu 
der nach Glycerin- und Phosphatelution in den Zellresten noch 
verankerten Maltase. 


1. Versuch mit Frischleukocyten. In der VI. Abhandlung dieser 
cihe kamen viele Bestimmungen der Glykogenhydrolyse vor, wobei die ent- 
stchende Maltose Glyceringehalten der Léisungen von 6—15°/, begegnete. In 
unseren Versuchen mit Frischleukocyten (von 208 mg Trockensubstanz) ent- 
hiclten die enteiweiBten Titrationsproben mit 41,1 mg Maltose in 8 cem 
a) 0,6, b) 1,2 cem Glycerin. Bestimmungen bei 30°; 24 Stunden, px 6,2. 

Im Versuch ohne Glycerin betrug die Zunahme des Reduktionswertes 
30.4 mg Cu (beinahe Durchspaltung), mit Glycerinzusatz a) 6,4, b) 1,5 mg. 

2. Versuch mit Zellresten nach Glycerinextraktion. Trockenleukocyten 
(2,4 g) wurden mit 24 ccm 86°/,igem Glycerin 11/, Stunden extrahiert und von 
(Glycerin frei gewaschen. 

Die Titrationsprobe von 8 ccm enthielt 200 mg Leukocytentrocken- 
substanz und 45 mg Maltose. 

Die Zunahme des Reduktionswertes in 25 Stunden ohne Glycerin 37,3 mg 
Cu (bereits Endwert), mit 1 cem Glycerin nur 15,7 mg. 

3. Versuch mit Phosphatelution aus glycerinextrahierten Zellresten. 
Auf die Titrationsprobe von 8 ccm entfielen 43,4 mg Maltose. In dieser Probe 
war Phosphatelution enthalten, dic aus 178 mg urspriinglicher Leukocyten- 
trockensubstanz hervorgegangen war. 30°; py 6.5. 
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Der Versuch ohne Glycerin ergab in 29 und 72 Stunden Zunahme des 
Xeduktionswertes um 13,7 und 20,6 mg Cu, mit 1 cem Glycerin nur 2,6 und 


3,2 mg. 


Lyo-maltase. 


Da die Hemmbarkeit durch Glycerin dem in Phosphat gelésten 
wie dem zellgebundenen Enzym eigen ist, so ware es nicht zu- 
lassig, aus dem Fehlen der Maltasewirkung in den Glycerinausziigen 
auf das Fehlen von Maltase in ihnen zu schheBen.!) Der Vergleich 
der Maltosespaltung durch frische sowie durch getrocknete Leuko- 
cyten 1. vor der Behandlung mit Glycerin und 2. nach derselben 
ergibt in der Tat Abnahme der Maltasewirkung. Sie ist sehr be- 
deutend im Versuch mit Trockenleukocyten. Bei diesen ist dic 
Differenz vor und nach der Glycerinbehandlung vornehmlicl: 
beweisend, weil hier die zu beriicksichtigende Zunahme des Reduk- 
tionswertes im Kontrollversuch ohne Maltose, bedingt durch dic 
Spaltung von EKigenglykogen, verhaltnismébig gering ist. 

Unser Ergebnis liBt sich ungezwungen nur so erkliren, daf 
durch Glycerin den Leukocyten Lyo-maltase entzogen wird, dic 
durch Glycerin stark hemmbar ist, die sich in Glycerinlésung 
also nicht nachweisen laiBt. 

Dieser Befund ist weit tiber das hier behandelte Gebiet des 
maltosespaltenden Enzyms hinaus von Bedeutung. Es erscheint 
niimlich hiernach z. B. als méglich, daB die Glycerinausziige der 
entwiisserten Leukocyten, die keine amylolytische Wirkung zeigen, 
dennoch eine Lyo-amylase enthalten, némlich eine von e«- uni 
(-Lyo-amylase verschiedene, durch Glycerin gleich den Desmo- 
amylasen hemmbare. Die Untersuchung der leukocytiéren Amylase 
wird von uns zu dem Ende fortgefiihrt, um tiber diese Frage Klar- 


heit zu schaffen. 

Versuch 1 mit Frischleukocyten (vom Pferd). Nach 35 Minuten 
dauerndem Auszichen mit der 3fachen Menge 86°/,igen Glycerins und wieder- 
holtem Nachwaschen mit Wasser wurden die Zellreste in einen Maltaseansatz 
gebracht; die Titrationsprobe von 8 ccm enthielt 360 mg Leukocytentrocken- 
substanz und 44 mg Maltose. Sie ergab in 41/, bzw. 19 Stunden Reduktions- 
wertzunahmen von 4,7 und 17,6 mg Cu. Die Zellreste allein bewirkten im Ver- 
gleichsversuch ohne Maltose keine Reduktion. 

Die frischen Leukocyten selbst hatten im entsprechenden Versuch der 
Maltosespaltung Cu-Zunahmen von 7,1 und 24,1 mg ergeben, naimlich nach 


1) In der Abhandlung iiber die Amylasen der Leukocyten hieB es mit 
Recht (S. 195), daB die Glycerinlésungen ,,keine wirksame Maltase enthielten’, 
aber ungenau ist es, wenn an anderen Stellen von maltasefreien Glycerin- 
lésungen die Rede war (S. 196, 218, 221). 
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Abzug der Leerversuchswerte, die recht betrachtlich ausfielen (4,3 bzw. 11,5 mg 
Cu durch Spaltung von Eigenglykogen). 

Versuch 2 mit Trockenleukocyten. Die mit Kochsalzlésung nur 
wenig gewaschenen, dann mit Aceton getrockneten Leukocyten zogen wir mit 
der 12fachen Menge 86°/,igen Glycerins 3 Stunden lang aus und verdrangten 
das Glycerin vollstandig. Bei der Maltasebestimmung enthielt die Titrations- 
probe von 8 cem Leukocytentrockensubstanz von 133,3 mg und 45 mg Maltose. 
Nach 16 und 23 Stunden betrugen die Reduktionswertzunahmen 13,6 und 
18,5 mg Cu (Reduktionswert der Zellreste unter gleichen Bedingungen, aber 
ohne Maltose fast 0). 

Vor der Behandlung mit Glycerin hatten die Trockenleukocyten im Ver- 
sleichsversuch mit Maltose Cu-Zunahmen von 24,0 und 33,9 mg ergeben, und 
zwar nach Abzug der Leerversuchswerte von 6,2 und 2,2 mg. Die zu beriick- 
sichtigende Zuckerbildung aus Eigenglykogen fillt also bei der starken 
Maltasewirkung dieser Probe von Trockenleukocyten nicht ins Gewicht gegen- 
iiber der Differenz der Maltasewirkungen vor und nach Extrahieren mit 
Glycerin. 

Im Glycerinauszug der Trockenleukocyten war Maltase nicht 
in ubhicher Weise nachweisbar. 

Die Titrationsprobe von 8 ccm enthaltend 44 mg Maltose und Glycerin- 
auszug entsprechend 213,4 mg Leukocytentrockengewicht ergab nach 16 und 
23 Stunden Cu-Zunahmen von 1,8 und 1,1 mg. 

Das Verhalten der beschriebenen leukocytiren Enzympriiparate 
vegen Rohrzucker soll in einer weiteren Mitteilung behandelt 
werden. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir 
die Férderung unserer Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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Uber den Zustand der zuckerspaltenden Enzyme - 
in der Hefezelle. 
Dritte Mitteilung!): 
,4ur Freilegung des Invertins aus der Hefe“. 
Von 


Richard Willsttitter und Margarete Rohdewald. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium 
der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Mitinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1932.) 


Theoretischer Teil. 
Endo-saccharase. 

Unsere friiheren Arbeiten, besonders die ersten Unter- 
suchungen uber Invertin und iiber Maltase, behandelten das Pro- 
blem der Lésungsvorginge, durch welche die zuckerspaltenden 
Enzyme der Hefezelle entzogen werden. Wie zu Beginn jener 
Arbeiten gezeigt wurde, ,,verliBt das Invertin weder die lebende 
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noch die abgetétete Hefezelle, so lange ihre Membran nicht ab- 
eebaut ist’. Soleher Abbau erfolgt entweder durch genauer 
definierbare Enzymwirkungen oder aber unter AusschluB auto- 
Ivtischer Vorgiinge durch ZerreiBen der Zellhaut.”) ,,Die zucker- 
hydrolysierenden Enzyme lassen sich daher auf 2 Weisen aus der 





Hefe isolieren und in Lésung iiberfiihren: aus der in der Form 
unversehrten Zelle durch enzymatische Freilegung, die im Polyosec- 
abbau besteht, und rein mechanisch, nicht einfach durch Aul- 
reiBen oder Zerkleinern der Zelle, sondern durch die vollige Zer- 
storung der Zellstruktur.* 

Die Einzelvorgiinge, die bei der Autolyse die Auflésung der 
Saccharase bestimmen, lieben sich, wenn man die in der Hefe vor- | 
handenen Freilegungsenzyme vernichtete, sowohl durch Diastase- | 
wirkung wie durch Anwendung pflanzlicher Proteimasen ersetzen.*) 
Dieses Ergebnis ist in der letzten Untersuchung von W. Grass- 
mann und T. Peters*) bestatigt und vertieft worden. Der Nacli- 

1) Unsere Arbeit kniipft an dic 1. und 2. Mitteilung an: R. Willstatter 
u. W.Grassmann, Biochem. Z. (Haber-lFestband) 208, 308 (1928); W. Grass- 
mannu. T.Peters, Diese Z. 204, 135 (1931/1932), sowie an die 1. und 2. Ab- 
handlung ,,Zur Kenntnis des Invertins*, Liebigs Ann. 426, 1 (1920/21); 427, 


I11 (1921/22). 
*) Liebigs Ann. 427, 111 (1921/22) und zwar S. 115. 
3) Biochem. Z. 2038, 308 (1928). 4) Diese Z. 204, 135 (1931/32). 
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prifung bediirftig schienen uns aber die Beobachtungen von 
Willstatter und Racke, daB es auch rein mechaniseche Frei- 
legung des Invertins gebe. Als wir vor kurzem die Merkmale der 
Nesmo-amylasen und anderer plasmagebundener Enzyme der 
Blutzellen untersuchten, erschien es uns geboten, einen genauen 
Vergleich zwischen der Hefesaccharase und den zellgebundenen 
leukocytéren Enzymen auszufithren. Wir zweifelten, ob die 
friiheren Versuche wirklich erreicht hatten, bei der mechanischen 
Zerstorung der Zellen und dem darauf folgenden Lésungsvorgang 
enzymatische Reaktionen vollig auszuschlieBen. Unsere neuen 
Versuche, die auf Erfahrungen an den Leukocytenenzymen be- 
ruhen, haben indessen die Ergebnisse der 2. Abhandlung ,,Zur 
xenntnis des Invertins‘ bestatigt. Es gelingt wirklich, unter Aus- 
schluB enzymatischer Vorginge durch vollsténdige mechanische 
/erstorung der Zellhaut z. B. die Hefesaccharase frei zu legen und 
loslich zu machen, entweder indem man die Hefe nach Abtéten der 
l‘rellegungsenzyme zerreibt und die Zelltriimmer sehr kurz mit 
Wasser durchschiittelt, oder indem man Frischhefe unter Anwendung 
fliissiger Luft mit Quarzsand griindlich zermalmt und dann mit 
wasserfreiem Glycerin einen Auszug herstellt. 

Wenn wir auf Grund der jetzt mit geniigender Sicherheit und 
Vollstindigkeit gesammelten Beobachtungen den Zustand der 
Carbohydrasen in der Hefezelle zu erkléren versuchen, so fuben 
wir auf folgenden Ergebnissen: 

1. Saccharase und andere Hefe-carbohydrasen sind in der 
/clle so zugéinglich fiir ihre Substrate, wie wenn die Enzyme in 
der Zelle frei in Lésung vorhanden wiren.') Sie befinden sich in 
ciner Grenzflaéchenanordnung, welche die Enzyme fiir ihre Sub- 
strate unbeschrankt erreichbar macht. 

2. Die Carbohydrasen der Hefe kommen in nicht auflésbarem 
Zustand vor; sie sind weder aus der frischen noch aus der ab- 
vetOteten oder getrockneten Zelle loslich ohne Autolyse?), sie sind — 


1) J.O’Sullivan, Journ. Chem. Soc. 61, 593 und 926 (1892); H. v. Euler 
u. R. Blix, Diese Z. 105, 83 (1919) und zwar 8. 88; R. Willstatter u. 
I’. Racke, Liebigs Ann. 425, 1 (1920/21) und zwar 8.9; R. Willstatter, 
Ch. D. Lowry jun. u. K. Schneider, Diese Z. 146, 158 (1925); R. Will- 


statter u. Ch. D. Lowry jun., Diese Z. 150, 287 (1925) und zwar S. 294; 


i. Willstatter u. E. Bamann, Diese Z. 151, 242 (1926); R. Willstatter, 
ber. chem. Ges. 59, 1 (1926). 

*) 1. Abhandlung iiber Invertin, 8S. 16; R. Willstatter, G. Oppen- 
Lcimer u. W. Steibelt, Diese Z. 110, 232 (1920). 
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im Gegensatz zu Tonerdeadsorbaten — auch nicht durch Zucker- 
losung eluierbar.?) 

Die Enzyme befinden sich in einem Zustand, der einer proto- 
plasmatischen Verankerung ahnlich ist. 

3. Die Hefecarbohydrasen werden freigelegt und loéslich ge- 
macht durch enzymatische Reaktionen, die sich von der Gesamt- 
autolyse unterscheiden und trennen lassen. Es sind Vorginge, 
welche die Zellmembran angreifen. Proteolyse hat daran wesent- 
lichen Anteil.?) 

4. Die Hefezelle 1aBt sich durch Anwendung der tierischen 
Proteinasen Pepsin und Trypsin weitgehend entleeren ohne 
Invertinverlust.3) Danach kann aus den Zellresten Saccharase 
durch zweierle: Enzymwirkungen freigelegt werden: 

a) durch (proteinasefreie) Malzamylase oder durch diastatisch: 
wirksame Aspergillusausziige’) ; 

b) durch Wirkung pflanzlicher Proteinasen, Papain, oder aus 
Hefe gewonnener Proteinase.°®) 

Hieraus ist zu schheBen, dai die Anordnung, der Bindungs- 
zustand der Hefeenzyme von einem hochmolekularen Bestandteil 
der Zellmembran abhingig ist, der. sowohl zur Kohlehydrat- wic 
zur Proteinklasse gehért, der also ein Kohlehydratprotein ist. 

5. Ohne Autolyse, ohne enzymatischen Vorgang ist dic 
Saccharase nach volliger Zerteilung der Zellhaut auflésbar. 

6. Auch nach vollstindiger Zerstérung der Zellstruktur ist 
fiir die Enzymauflo6sung noch Mitwirkung von Elektrolyten wesent- 
lich.®) Is ist also eine Art von lockerem Adsorptionszustand, der 
aufgehoben wird. 


1) Das Verhalten gegen konzentrierte Rohrzuckerlésung priften wir 
durch folgenden Versuch: Frischhefe (3 g) verfliissigten wir durch Verreiben 
mit Rohrzucker (0,5 g). Nach 20 Minuten wurde mit Wasser verdiinnt und die 
Zuckerlésung abzentrifugiert. Wahrend die Halbspaltungszeit der Frischhefe 
(0,5 ¢ im Volumen von 50 cem) 22,5 Minuten betragen hatte, fanden wir fiir 
die von der Zuckerlésung abgetrennten Zellreste 23,5 Minuten. Danach sind 
nur 4°/, Saecharase eluiert worden. Vel. R. Willstatter u. F. Racke. 
Liebigs Ann. 425, 1 (1920/21) und zwar S. 18. 

*) Nach H. Kraut, F. Eichhorn u. H. Rubenbauer, Ber. chem. Ges. 
60, 1644 (1927), ist der Vorgang der Freilegung von Invertin und Hefegummi 
kompliziert und 1aBt sich nicht allein als Proteolyse oder Amylolyse auffassen. 

3) 2. Abhandlung iiber Invertin. 

') Ebenda und W. Grassmannu. T. Peters, Diese Z. 204, 135 (1931/32). 

°) Biochem. Z. (Haber-Festband) 208, 308 (1928); Diese Z. 204, 155 
(1931/32). 

6) 2. Abhandlung tiber Invertin, 8. 113 u. 126. 
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Wie sich aus allen diesen Beobachtungen ergibt, sind die 
zuckerspaltenden Hefeenzyme wie Saccharase Endoenzyme. Sie 
sind vor Auflésung geschiitzt durch die Zellmembran, 
und zwar durch eine KohlehydrateiweiBverbindung, 
woran sie locker adsorbiert sind. Der Zucker diffundiert 
unbeschrankt zum Enzym, aber das KEnzym vermag nicht durch 
die Poren der Membran hinauszudiffundieren. 


Desmo- und Endo-enzyme. 

Von der Saccharase der Hefe, die so viel untersucht wurde, 
ist keme Abhiéngigkeit der Eigenschaften vom Zustand bekannt, 
kein Unterschied zwischen dem Enzym in der Zellmembran und 
dem in Lésungen, zwischen Endo- und Lyo-saccharase. Dagegen 
fanden wir bei den Enzymen der Blutzellen scharfe Unterschiede 
zwischen einigen an Protoplasma gebundenen Amylasen und 
underen durch Glycerin den Zellen entzogenen.!) Die Desmo- 
umylasen 6, y, 6 sind durch 2 Merkmale ausgezeichnet: Hemmbar- 
keit durch Glycerin, Unabhangigkeit der Wirkung vom Phosphat- 
ion. Hingegen ist die postmortal gebildete «-Lyo-amylase nicht 
von Glycerin hemmbar, sie erfordert die Gegenwart von Phosphat. 
is gibt aber auch andere Desmo- und Lyo-enzyme, von denen keine 
auffallenden Unterschiede bekannt sind. 

Zur Benennung jener protoplasmatisch verankerten leuko- 
cytiéren Enzyme ist der Begriff ,,Desmo-enzyme“ eingefiihrt 
worden.?) Die Berechtigung fiir diesen Nomenklaturvorschlag war 
wohl nur bei genauerem Eindringen in das Tatsachenmaterial 
liberzeugend. Der Begriff lieB sich noch nicht scharf von dem 
schon twblichen der ,,Endo-enzyme“ abgrenzen. Der vorlicgende 
Vergleich zwischen den unléslichen Carbohydrasen einerseits der 
Hefezelle, andererseits der Blutzellen zeigt, daB es berechtigt und 
notwendig ist, die 2 Gruppen Desmo- und Endo-enzyme einander 
vegeniiberzustellen. Dieser Vergleich ermédglicht auch, die Ab- 
vrenzung zwischen beiden viel schirfer zu gestalten. Es ist immerhin 
mdglich, daB es Ubergangszustinde zwischen Endo- und Desmo- 
enzymen gibt, und es ist auch nicht ausgeschlossen, da von der 
Summe der mit ,,Desmo-“* bezeichneten unléslichen intracelluliiren 
nzyme irgendeine Komponente besser zu den Endo-enzymen zu 
rechnen ware. Es fragt sich, ob dies z. B. fiir die elektrolytlésliche 





1) R. Willstatter u. M. Rohdewald, 6. Abhandlung iiber Enzyme der 
Leuxocyten, Diese Z. 208, 189 (1931). 
*) Diese Z. 208, 189 (1931) und zwar S. 206. 
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B-Desmo-amylase zutrifft. Dagegen ist indessen zu beriicksichtigen 
wie sicher und scharf sich die einzelnen Desmo-amylasen f, y, 0 
von den bekannten Lyo-amylasen (« und #) unterscheiden. Wenn 
man aus dem Gemisch der Desmo-amylasen durch Natriumphosphat 
die $-Ikomponente herausholt oder wenn man durch Hinwirkung 
von Papain y in Lésung iiberfiihrt, so haben auch die entstandenen 
Losungen noch die Merkmale der Glycerimhemmbarkeit und Phos- 
phatunabhingigkeit. Es mu8 aber durchaus nicht sein, daB beim 
Abbau des Enzymkomplexes die Kennzeichen eines Desmo-enzymes 
erhalten bleiben. 

Die unléslich intracelluliér vorkommenden Enzyme sind Endo- 
enzyme genannt worden. Sie sind, wie z. B. die Hefecarbohydrasen, 
nicht auflésbar, sie kbnnen durch Glycerin nicht den Zellen ent- 
zogen werden. Es mag zweckmibig sein, die Abgrenzung der 
Begriffe so vorzunehmen, daB Endo-enzyme diejenigen heiBen, 
die durch ihre Kinlagerung und Adsorption im Zellgerist 
unldslich sind und die durch dessen Zerst6rung, schon durch di 
mechanische, freigelegt und léslich werden. Dagegen soll sich der 
Begriff Desmo-enzyme auf die [alle beziehen, in denen di 
Mnzyme an Protoplasma chemisch gebunden vorkommen. 
Desmo-enzyme sind also unléslich durch die chemische Struktur 
der Komplexe, an die sie verankert sind. 

Die enzymatische Freilegung eines Endo-enzyms, der Hefe- 
saccharase, greift nicht den Enzymkomplex an, sondern di 
Zellmembran; wird diese durch eine geeignete Amylase oder 
Proteinase hydrolysiert, so wird das Knzym freigegeben. Dic 
enzymatische Freilegung eimes Desmo-enzyms, z. Bb. der leuko- 
cytiiren y-Desmo-amylase, bernuht auf einer Spaltung des 
Enzymkomplexes selbst, dessen kolloider Trager einen teil- 
weisen Abbau erleidet. 


Experimenteller Teil, 

1, Untersuchung der Hefe auf Losbarkeit der Saccharase nach 
Zerstorung der Freilegungsenzyme. Die Beispicle der 1. und 2. Ab- 
handlung iiber Invertin vom Verhalten des Enzyms in der frisehen 
und in der zerstérten Hefezelle werden durch Versuche erganzt. 
in denen besonders auf den Ausschlu8 enzymatischer Vorgiing: 
bei der Auflésung der Saccharase Riicksicht genommen wird. 

Brauereihefe wurde nach dem Verfahren von Willstatter 
und Racke!) zur Vernichtung derjenigen Enzyme, die haupt- 


1) Licbigs Ann, 427, 111 (1921/22) und zwar S. 124. 
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sjichlich fiir autolytische Vorginge verantwortlich sind, 4 Stunden 
auf 87—48° erwarmt, dann mit Aceton, darauf mit viel Wasser 
sewaschen und mit Aceton und Ather getrocknet. 

Nach H. Kraut, F. Kichhorn und H. Rubenbauer!) gibt 
es nach soleher Behandlung noch immer tiberlebende Hefeenzyme, 
die danach bei der Auflésung des Zellinhalts mitzuwirken vermégen, 
besonders ein hefegummispaltendes Enzym. Dieses ist in besonderer 
Weise verankert. Nach keiner der tiblichen Methoden 1iBt es sich 
frelegen. Es mu also ein Desmo-enzym sein. 

Nach W. Grassmann und T. Peters?) zeigt die essigester- 
vorbehandelte Hefe (1 Stunde, 40°) keine nachweisbare Proteinase- 
wirkung mehr auf Gelatine. 

Mit dem Substrat Casein konnten wir in 8 Versuchen, wenn 
wir die getrocknete Hefe unter Zusatz von Wasser und Sand sehr 
fein zerrieben, mit und ohne Blausiiureaktivierung eine schwache, 
aber deutliche Proteolyse zwischen pu = 5,5 und 7,0 nachweisen. 
Dagegen fiel mehrmalige Prifung auf Amylase (bei pa = 5—7) 
vollkommen negativ aus. Da die unldslichen Amylasen der Leuko- 
cyten unter gleichen Bedingungen Stirke zu hydrolysieren ver- 
mdgen, so. ist nicht mehr mit der Méglichkeit®) zu rechnen, dab 
noch Desmo-amylase in den Zellresten beim Zerreiben Freilegung 
verursacht. 

Verhalten der essigestervorbehandelten Hefe gegen Elektrolyt- 
losungen bei 0°: Die Eimwirkung von viel 1,8°/,iger Na,HPO,-, 
0,3°/jiger KH,PO,-, 0,01°/jiger Na,CO,-Lésung und von 0,002°/,iger 
Salzsiiture und die Abtrennung in der Zentrifuge nahmen wir unter 
\iihlung vor. Die Menge Saccharase, die sich der mit Essigester 
abgetoteten Hefe entziehen lieB, bewegte sich zwischen 8 und 5°/,. 

Wendet man hingegen gewoéhnliche Trockenhefe an und libt 
man auch nur reines Wasser 1 Stunde bei Zimmertemperatur ein- 
wirken, so werden durch die einsetzende Autolyse schon beispiels- 
weise 22°/) der Saccharase in Lésung whbergefiihrt (Vergleichszeit- 
wert der Trockenhefe 2,7; des Auszugs, bezogen auf die angewandte 
lrockensubstanz, 12,2). 

Der gleiche Versuch mit der essigesterbehandclten Hefe, also ohne Kiih- 
lung, ergab eine Ausbeute von nur 4°/,. Als wir aber 0,1 m-Na,HPO,-Lésung 
“+ Stunden bei 30° unter Toluolzusatz auf dasselbe Hefematerial cinwirken 


lieBen, gingen aus den Zellresten doch 9,2°/, der Saccharase in Lésung (Ver- 


1) Ber. chem. Ges. 60, 1644 (1927). 

*) Diese Z. 204, 135 (1931/32) und zwar S. 145. 

*) Vgl. R. Willstatter u. F. Racke, Liebigs Ann. 427, 111 (1921/22 
und zwar 8S. 119. 
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gleichszeitwert d. angewandten Materials 3,8; des Auszugs, bezogen auf das 
urspriingliche Gewicht, 41,4), ein Anzeichen, daB die Enzyme nicht ganzlich 
zerstOrt waren, welche die Freilegung bewirken. 

Zerreibt man die essigesterbehandelte Hefe (0,2 g) mit der 
10fachen Menge Sand und ebensoviel Wasser sehr griindlich 
wiihrend 80—40 Minuten, so geniigt einmaliges Durchschiitteln mit 
Wasser, um sofort den gréBten Teil der Saecharase in Lésung 
iuberzufiihren. Die Vergleichszeitwerte der Ausziige in dem Versuch a 
und b (auf angew. Trockensubstanz bezogen) waren 5,1 und 7,4. 
die der Rueckstéinde 54,2 und 17,9. 


a b Cc 
Saccharase in Lésung. . . 74,5 und 51,4, 46,9°/, 
” » Zellresten. . 7,0 ,, 21,2, 33,6°/, 
. zerstért .... 18,5 ,, 27,4, 19,5°/, 


Die Ausbeute ist schwankend, abhingig vom Grad der Zer- 
kleinerung. Zusatz von Dinatriumphosphat verbessert das Er- 
gebnis nicht, wie eine Wiederholung ¢ unter Ersatz des Wassers 
durch m/5-Na,HPO,-Lésung beim Zerreiben und beim nach- 
folgenden raschen Ausziehen zeigte; die Vergleichszeitwerte von 
Lésung und Riickstand betrugen 8,1 und 11,3. 

Diese Art von Freilegung der Saccharase aus der Hefe (nach 
langdauernder Behandlung mit Essigester in der Warme) ist einc 
rein mechanische. 

2. Verhalten von Hefe und Trockenhefe gegen Glycerin. Wenn 
man die Auflésung der Saccharase aus Hefe durch Glycerin unter- 
sucht, begegnet man bei der Saccharasebestimmung in den Lo- 
sungen und in den noch enzymhaltigen Zellresten der Hemmung 
durch Glycerin. Diese Erscheinung ist von L. Michaelis und 
M. L. Menten?) sowie L. Michaelis und H. Pechstein?) sorg- 
filtig untersucht worden. Fir unsere Untersuchung, namentlich 
fiir den nachfolgenden Abschnitt 8, war es notig, unter den Be- 
dingungen der Zeitwertbestimmung und bei den Glycerinkonzen- 
trationen, die sich in den Versuchen ergeben (z. B. 8°/, Glycerin- 
sehalt des Ansatzes mit den Lésungen, etwa 1,2°/, mit den Zecll- 
restsuspensionen) die Reaktionsverzégerung durch Glycerin quanti- 
tativ zu kennen und zu beriicksichtigen. 

Ansatz fiir Vergleichszeitwert, 8°/, Glycerin enthaltend. 

a) leem Saccharaselsg. in 50cem, Halbspalt.-Z.ohne Glycerin 74,0 


, mit ‘ 160,6; Quot. 2,2 
b) 2ccm m , 00cem, ” ,, ohne ‘ 37,6 
, mit Z 99,6; Quot. 2,0 
1) Biochem. Z. 49, 333 (1913). 2) Biochem. Z. 60, 79 (1914). 
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c) 4cem Saccharaselsg. in 50cem, Halbspalt-Z.. ohne Glycerin 22,4 


, . mit = 45,3; Quot. 2,0 

d) Zellresteaus0,12g¢ — ,, 50cem, a ,, ohne - 30,4 
= ., mit - 105,9; Quot. 3,5 

e) - » 0,24g ,, 50ccm, ‘é ,, ohne - 17,0 
», mit ‘ 68,1; Quot. 4.0 


Die Versuche d) und e) mit den (nach unvollstiindiger Enzym- 
freilegung zurickgewonnenen) invertinhaltigen Zellresten zeigen, 
daB in ihnen die Saccharase viel staérker durch Glycerin gehemmt 
wird als in rohen Autolysaten; in den Zellresten ist das Enzym 
verarmt an Begleitstoffen. Zwischen beiden Werten (2,0 und 4,0) 
liegt der KinfluB des Glycerins auf ein Rohprodukt von Saccharase. 
Die Reaktionskinetik fanden wir durch Glycerin von der an- 
cewandten Konzentration nicht erheblich verandert. 

{) 4,5mg Invertinpraparat in 50ccm, Halbspalt.-Z. ohne Glycerin 12,9 
- » mit ~ 10,5; Quot.3,1 

Bei einer Glycerinkonzentration des Bestimmungsansatzes von 
nur 1—1,2°/, betrug der Quotient der Halbspaltungszeiten 1,4 
a) mit Zellresten aus Frischhefe nach Extraktion mit 100°/,igem 
Glycerin, b) mit essigesterbehandelter und getrockneter Hefe. 

a) Zellreste aus 1,5 g Frischhefe mit 1,2°/, Glycerin in 50 ccm; 

Halbspalt.-Zeit ohne Glycerin 23,6 
s » mit Glycerin 32,8; Quot. 1,4 
b) 0,09 g Trockenhefe mit 1,0°/, Glycerin in 50 ccm; 
Halbspalt.-Zeit ohne Glycerin 3,8 
mo » mit Glycerin 5,2; Quot. 1,4 


Durch Behandlung mit Glycerin gelang es weder aus Frisch- 
noch Trockenhefe ohne weitgehende Zermalmung der Zellen einen 
nennenswerten Anteil der Saccharase zu eluieren. 


1. Trockenhefe mit dem 7!/,fachen 100°/,igen Glycerin 1 Stunde extra- 
hiert, unter sorgfaltiger Kiihlung verdiinnt und zentrifugiert. 

Vergleichszeitwert der Hefe 2,7, des Auszugs, bezogen auf das an- 
vewandte Gewicht, 87,7 gemaéB Bestimmung bei einem Gehalt von 4,8°/, 
Glycerin. Die Ausbeute an Saccharase im Auszug unter Beriicksichtigung der 
(:lycerinhemmung betrug etwa 6,2°/o. 

2. Mit Essigester in der Warme behandelte Hefe (Vergleichszeitwert 3,6) 
lieferte unter denselben Bedingungen einen Auszug vom Vergleichszeitwert'199, 
Von der Saccharase sind etwa 3,6°/, vom Glycerin aufgenommen worden, 

3. Eine ahnliche Trockenhefe (Vergleichszeitwert 3,8) lieferte nach Aus- 
zichen mit dem 30fachen von 100°/,igem Glycerin wihrend 11/, Stunden und 
Nachwaschen Zellreste vom Vergleichszeitwert 4,1; Abnahme der Saccharase7°/,. 

4. Frischhefe gab mit 8 Teilen wasserfreiem Glycerin in 3 Stunden einen 
Auszug, von dem die Zellreste durch Verdiinnen unter starker Kiihlung ab- 
cetrennt wurden. Halbspalt.-Zeit der Hefe 14,4, der Zellreste 15,4; anscheinend 
Abnahme der Saccharase um 6,5°/5. 
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3. Enzymfreilegung durch Zerreiben von Frischhefe unter An- 
wendung fliissiger Luft. Die diesbeziiglichen Versuche der 2. Ab- 
handlung iiber Invertin erscheinen uns nicht mehr als stren: 
beweisend. Nach Zerreiben bei tiefer Temperatur waren die Zell- 
reste zur Invertinbestimmung in Rohrzucker aufgenommen worden. 
‘T'rennte man nach 45 Minuten die Bestimmungsflissigkeit von den 
Zellresten ab, so war alles noch vorhandene Enzym, 60°/) des 
urspriinglichen, in Loésung tibergegangen. Konnte nicht docl: 
proteolytische Freilegung in der Bestimmungsfliissigkeit vor sich: 
eegangen sein, deren px (4,5) dem Aciditétsoptimum (pax = 5) der 
Hefeproteinase nahe kommt? Die Entscheidung kénnen_ wir 
dadureh erbringen, daB wir die vollig zermalmten Zellreste mit 
wasserfreiem Glycerin aufnehmen. Durch besondere Vorsicht, 
Abkiithlen auf 0° beim Verdiinnen mit Wasser und rasches Ab- 
zentrifugieren von den Zellriickstaénden, lassen sich die auto- 
lytischen Vorgiinge ganz ausschlieBen. 

Die Enzymverluste beim Zerreiben mit Quarzsand waren trotz 
Kihlung mit fliissiger Luft groB, z. B. 84 und 64 und 41°/5; sic 
lassen sich nur bei Anwendung von viel fliissiger Luft in maBigen 
Grenzen halten. Diese Zerst6rung erfolgt nur infolge und je nach 
Art des Reibens; beim Aufbewahren von Hefe in fliissiger Luft 
iindert sich der Saccharasewert nicht. 

In 83 Versuchen betrug die Saccharaseausbeute in den Glycerin- 


ausziigen ungefihr 50 und 36 und 62°/, der noch vorhandenen Menge, 


wiihrend die Zellsubstanz im Versuch 4 des vorigen Abschnitts 
(ohne Zerreiben) nur 6,5°/) ihrer Saccharase abgegeben hatte. Hin 
Beispiel werde genauer beschrieben: 


0,52 Frischhefe (Trockengewicht 24,3°/,, Vergleichszeitwert 2,2, 5.- 
W. 0,00274) wurde mit 1,5 g Sand unter Anwendung von sehr viel fliissigcr 
Luft in rauher Reibschale mit rauhem Pistill 10—15 Minuten energisch zer- 
ricben. Die nicht aufgetaute Masse trugen wir in 4 ccm 100°/,iges Glycerin ein 
und verdiinnten nach einer Extraktionsdauer von °/, Stunden in der Kialte- 
mischung mit 5 eem Wasser. Die Abtrennung der Zellreste geschah rasch in 
einer kleinen Zentrifuge, wobei die Temperatur nur am Ende bis 10° ansticg. 
gewiB nur sehr kurze Zeit. Der von den Riicksténden ohne Nachwaschen 
getrennte und noch filtrierte Glycerinauszug betrug nur 8 cem. Die Angaben 
sind auf ideale Abtrennung umgerechnet. 

Die Vergleichszeitwerte des Glycerinauszugs und des Riickstands _ be- 
trugen 14,4 und 13,7. Schaltet man die Hemmung durch Glycerin rechnerisch 
aus (mit dem Quotienten 2,5 fiir die Glycerinlésung, 1,4 fiir die Zellreste), so 
ergeben sich die entsprechenden Vergleichszeitwerte 5,8 und 9,8. 

Hiernach waren von noch vorhandener Saccharase 62°/, gelést, wahrend 
von der angewandten 41°/, der Zerst6rung anheimfielen. 
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n- Dieses Ergebnis fand Bestiitigung in einem Versuch ohne 
b- Glycerin, in welchem zur Auflésung des durch Zerreiben bei tiefer 
1 Temperatur frei gelegten Enzyms aus den Zellresten nur elektrolyt- 
l]- haltiges Wasser bei 0° und in sehr kurzer Zeit diente. Auch in 
n. —~ diesem Versuch gingen bei sicherem AussehluB von Autolyse 
1 56,7°/) der noch vorhandenen Saccharase in Lésung, wiihrend vom 
es [nzym des Ausgangsmaterials 39°/, beim Zerreiben zerstért wurden. 
‘h 0,5 g Frischhefe vom Vergleichszeitwert 1,9 wurde unter Anwendung 
hh von fliissiger Luft mit 1,5 g Sand 15 Minuten zerrieben und ohne Auftauen 
er in 0,1°/,ige Na,HPO,-Lésung von 0° eingetragen. Nach dem Durchschiitteln 
cm erfolgte rasches Abzentrifugieren, wobei am Ende dic Temperatur auf 5—6° 
anstieg. Die Vergleichszeitwerte betrugen fiir die waBrige Invertinlésung 
: (bezogen auf die angewandte Trockenhefe) 5,5 und fiir den Riickstand 7,2. 
it, 
hy - 4. Vergleich mit Leukocyten. Die voranstehenden Beob- 
0- achtungen sind durch einen Vergleich mit wahren Desmo-enzymen 
zu erginzen. Gibt es wirklich zwischen der Endo-saccharase der 
i Hefe und beispielsweise den Desmo-amylasen der Leukocyten 
a cinen derartigen Unterschied, daB allein die erstere durch mecha- 
_ nische Freilegung losbar gemacht wird? Es war nach dem _ be- 
" schriebenen Verhalten der Desmo-amylasen nicht wahrscheinlich, 
P daB sie durch Zerreiben der Blutzellen léslich werden. Hinsichtlich 


der Zellmembran, um deren Zerst6rung es sich beim Zerreiben der 
llefe handelt, unterscheidet sich die Hefe wesentlich von den 
lutzellen. Die folgenden Versuche scheinen uns in der Tat die 
% | lier angenommenen Unterschiede zwischen den Desmo-amylasen 
und Hefeinvertin im wesentlichen zu _ bestiitigen. 


Die Vergleichsversuche ‘mit Leukocyten sind aber sehr benachteiligt 

vegentiber den Beobachtungen an Hefe. Das Verhalten der Leukocyten bei 

Fe criindlichem Zerreiben kann nur richtig erkannt werden, wenn es gelingt, die- 
Cr jenigen Enzymwirkungen im Versuche auszuschalten, welche den Abbau der 
'! — Desmo- zu Lyo-enzymen bewirken. Solche Umwandlungen, wie die Bildung 
in von a-Lyo-amylase, erfolgen nach den friiheren Erfahrungen') iiberraschend 
C- leicht, mit sehr groBer Geschwindigkeit. Es ist schwierig, enzymatische An- 
in — criffe auf die Desmo-enzyme zu vermeiden, z. B. beim Abtrennen des Glycerins 
, von den Leukocytenresten. Von der beim feinsten Zerreiben der Leukocyten 
n entstehenden Masse sind die Ausziige schwer abzutrennen, sie sind nicht vdllig 
n § zu klaren; wir bendtigen dafiir raschlaufende Zentrifugen und wir verfiigen 


nicht tiber Einrichtungen zur Kihlung in diesen. Man mu das Zentrifugieren 
mehrmals unterbrechen, um von neuem zu kiihlen. Die Versuche fallen un- 
h cleichmaéBig aus. Es kann schon als beweiskraftig gelten, wenn es in einem 
0 — <iinstig verlaufenen Beispiecl gelungen ist, die Auflésung eines Desmo-enzyms 
zu vermeiden. 
1 — 
') Diese Z. 203, 189 (1931) und zwar S. 204 und 222. 
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Amylase. Aus Frischleukocyten (10,8 g) gewannen wir Zellreste, dic 


nur Desmo-amylasen enthielten, durch 2stiindiges Extrahieren mit 33 ccm 
86°/,igem Glycerin, Verdiinnen, Zentrifugieren, Nachwaschen. Vom feuchten 
Sediment diente die eine Halfte zur Amylasebestimmung, die andere wurde 
mit 3 g Sand und viel flissiger Luft 15 Minuten energisch zerrieben. Nach dem 
Kintragen in 7 cem 100°/,iges Glycerin verdiinnten wir unter Kihlung mit 
Wasser und trennten die Lésung in der Zentrifuge ab. Die Temperatur sticy 
auf etwa 15°; der Auszug blieb sehr triibe, sein Enzymwert fiel wahrscheinlich 
zu hoch aus. 

Unter den Bedingungen der Abhandlung iiber Desmo-amylasen?) lieferte 
in 17 Stunden die eine Halfte der angewandten Zellreste 39,7 mg Glucose, dic 
andere nach der Abtrennung des Glycerinextraktes noch 30,4 mg Glucose. 

Der Glycerinauszug bewirkte Stairkespaltung, die als Maltosebildung zu 
berechnen war, und zwar von 6,8 mg Maltose, die Waschflissigkeit 8,1 mg 
Maltose. 

Kin zweiter Versuch mit noch viel langerer Dauer des Zerreibens gab cin 
abweichendes Resultat, einen gr6éBeren Verlust durch Glycerinextraktion. 

Die Frischleukocyten (10g) extrahierten wir mit 30 ccm Glycerin 
10 Minuten und wiederholten nach Isolicrung diese Behandlung. Die Zell. 


reste wurden mit 5 g Quarzsand mehr als | Stunde bei Gegenwart von fliissiger 


Luft zerrieben. Dann diente die eine Halfte unmittelbar zur Amylasc- 
bestimmung, die andere zuvor zum Auszichen mit 7 ccm Glycerin. Nach 
10 Minuten erfolgte unter Kiihlung Verdiinnen und Abtrennen in der Zentri- 
fuge, wobei die Temperatur iiber 10° stieg, und Nachwaschen. 

Die zerriebenen Zellreste lieferten in 15,5 Stunden 24,2 mg Glucose, dic 
extrahierten 14,6 mg; der Glycerinauszug bewirkte Starkehydrolyse ent- 
sprechend 6,6 mg Maltose. 

Trypsin. Trockenleukocyten (0,5 g, abgekiirzt ausgewaschenes Pri- 
parat Nr. 3 der Tab. 3 von Abhandlung VII) wurden mit 2 ccm Wasser und 
1 g Sand angeteigt und mit fliissiger Luft iibergossen. Man muBte auftauen, 
von der Reibschale ablésen und wieder kiihlen. Das Zerreiben dauerte 
10 Minuten, zum Extrahieren dienten 6 ccm 100°/,iges Glycerin. Den Auszug 
isolierten wir unter sorgfaltiger Kiihlung; er wurde nur in triibem Zustand 
erhalten. 

Die (ideal filtriert ber.) Glycerinlésung enthielt 2,2 kl. Trypsineinheiten, 
die Zellreste 7,0 Einheiten. Also scheinen fast 24°/) in Lésung gegangen zu 
sein. Im Vergleichsversuch ohne Zerreiben (Abhandlung VII, S. 192) hatte 
das Glycerin 7°/, vom Trypsin gelést. 

Ks scheint, daB auch bei den Leukocyten durch das weit- 
eehende Zerkleinern der Zellen, und zwar in diesem Falle der Zell- 
kerne, der Abbau und die Auflésung der plasmagebundenen 
Enzyme gefordert wird; es ist leider zweifelhaft, ob dabei Autolyse 
ganz ausgeschlossen bleibt. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir unseren ergebensten Dank fiir die Férderung unserer Arbeit aus. 


1) Diese Z. 203, 189 (1931) und zwar S. 222. 














Uber die Spaltbarkeit von Tuberkelfett durch Lipasen. 


I. Mitteilung. 
Von 
Heinrich Kraut und Hermann Burger. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1932.) 

Die Beziehungen zwischen dem Verlauf tuberkuléser Er- 
krankungen und dem Gehalt des Blutes an fettspaltendem Fer- 
ment werden in der medizinischen Literatur vielfach erértert. So 
hat §. Bergel?) in einer Untersuchung ,,Uber den Bau der Tuberkel- 
bakterien und ihren Abbau im Organismus‘ beobachtet, daB der 
Vernichtung der Tuberkelbakterien im Organismus die Entfernung 
ihrer nach Zieh! farbbaren Fetthiille vorhergeht. F. Kollert 
und A. Frisch?) teilen unter ausfiihrlicher Besprechung der bis 
dahin vorhandenen Literatur ihre Messungen der Lipase im Blut 
von Tuberkulésen mit, wonach die gutartigen und _heilbaren 
Formen meist einen wesentlich héheren Lipasetiter als diejenigen 
mit ungiinstiger Prognose besitzen. Ihre Ergebnisse sind seither 
Ofters bestitigt®), zum Teil auch bestritten*) worden. 

Um aber die Rolle der Lipasen bei der Bekimpfung tuber- 
kuléser Erkrankungen zu klaren, sind die bisherigen Beobachtungen 
liber den Lipasegehalt des Blutes bei Tuberkulose und iiber das 
Verschwinden der Fetthille bei der Zerstérung der ‘Tuberkel- 
bacillen nicht ausreichend. Es fehlen quantitative Versuche 
liber die Angreifbarkeit des Tuberkelfettes durch Lipasen und iiber 
die néheren Bedingungen dieses enzymatischen Prozesses, die 
zunichst auBerhalb des Organismus mit den isolierten Hill- 
substanzen der Tuberkelbacillen ausgefiihrt werden miissen. 


1) Beitr. Klin. Tbk. 38, 95 (1918). 

*) Beitr. Klin. Tbk. 48, 305 (1920); 47, 146 (1921). 

3) Z. B. I. Nicolau u. O. Antinescu, Arch. roum. Path. expér. 1, 437 
(1928); Fr. Delhougue, Dtsch. Arch. Klin. Med. 165, 371 (1929); M. M. Alt- 
schuler, Beitr. Klin. Tbk. 74, 479 (1930). 

4) Z. B. Beumer wt. Fontaine, M. Kinderheilk. 19, 524 (1921); A.de 
Martini, Rif. med. 88, 961 (1922); E. Henschke u. H. Zwerg, Beitr. klin, 
Tbk. 58, 324 (1924). 
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Die Fetthille der Tuberkelbacillen wird gewonnen, indem 
man die Bakterienkulturen einengt, abzentrifugiert und mit 
Alkohol extrahiert. Der Riickstand nach Verdampfen des Alko- 
hols ist eine braune halbfeste Masse, deren Komponenten durch die 
Untersuchungen von R.I. Anderson und Mitarbeitern!) auf- 
gekliirt worden sind. Um die Spaltbarkeit durch Fermente fest- 
zustellen, ist es nun notwendig, die Fettsubstanz durch Lésen und 
Wiederausflocken in eine moglichst fein verteilte Form zu bringen. 
Dabei laBt sich eine teilweise Entmischung der verschiedenen 
Komponenten nicht vermeiden, so dai ungleich zusammengesetzte 
Emulsionen entstehen. Wir haben daher nach einigen Vor- 
versuchen auf die Priifung des Gemisches verzichtet und die Zer- 
legung nach der Vorschrift von R. I. Anderson?) vorgenommen. 
Man erhalt dabei 3 Hauptfraktionen: die acetonldsliche Fett- 
fraktion, die Wachsfraktion und die Phosphatidfraktion, von 
denen nur die acetonlésliche in der Hauptsache aus eigentlichen 
Fetten besteht. 

Wiahrend die amerikanischen Autoren fiir ihre Untersuchung 
die Tuberkelbacillen besonders geziichtet und dann 4 Wochen 
lang bei Zimmertemperatur mit einem Gemisch von Alkohol und 
Ather behandelt haben, ist unser Material das Nebenprodukt der 
Tuberkulindarstellung, das uns das Werk Hochst der I. G. Farben- 
industrie freundlicherweise zur Verfiigung stellte. Ks wird gewonnen 
durch Auskochen der abzentrifugierten Bakterien mit Alkohol und 
Verdunsten des Alkohols. Trotzdem es sich also von dem Material 
Andersons durch die Anwendung héherer Temperaturen bei der 
Gewinnung des Fettgemisches unterscheidet, haben wir bei der 
Zerlegung dieselben VorsichtsmaBregeln des Arbeitens bei niedriger 
‘'emperatur und in Kohlenséureatmosphire angewandt, um immer- 
hin weitere Verinderungen zu vermeiden. 

Durch die Behandlung mit heiBem Alkohol wird aus den 
Bakterien auch die in kaltem Alkohol und Ather nicht lésliche 
Wachsfraktion herausgelo6st. Wir behandelten daher das _ role 
Gemisch nochmals mit kaltem Alkohol und Ather. Die hierin 
unlésliche Wachsfraktion wird abzentrifugiert. Die beim schonen- 
den Verdampfen der Lésungsmittel hinterbleibende waBrige Fett- 





1) R. I. Anderson u. E. Chargaff, Diese Z. 191, 157 (1930); daselbst 
Nachweis der vorangehenden 14 Arbeiten. — R.I. Anderson u. E. G. Ro- 
berts, J. of biol. Chem. 89, 611 (1930); 90, 33 (1931); J. Amer. chem. Soc. 52, 
5023 (1930). 

*) J. of biol. Chem. 74, 525 (1927). 
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suspension wird mit Ather extrahiert und der eingeengte Ather- 
extrakt mit Aceton behandelt, wodurch die Fettfraktion in Lésung 
ceht, und die Phosphatidfraktion zuriickbleibt. Wegen der Einzel- 
heiten der Aufarbeitung verweisen wir auf die zitierte Abhandlung 
Andersons. Wir untersuchen nun getrennt das Verhalten der 
3 Hauptfraktionen gegeniiber den fettspaltenden Fermenten. 


Das Verhalten der acetonloslichen Fettfraktion gegeniiber Lipasen. 

Ausgangsmaterial. Die acetonlésliche Fettfraktion enthalt 
noch einen betrachtlichen Anteil von freien Fettsiiuren [nach 
R. I. Anderson und E. Chargaff 27°/,')]. Das eigentliche Fett 
wird von Glycerinestern der Palmitinsiiure, Stearinsiiure und 
Cerotinsiure und zweier neuer Saéuren, der Tuberkulostearinsiure 
und der Phthionséure gebildet. Hin Teil dieser Séiuren ist nicht 
mit Glycerin, sondern mit einem noch nicht ermittelten Alkohol 
verestert. Bei unserer Probe war der Gehalt an Siuren iiberhaupt 
ceringer, und die veresterten Siuren traten prozentual zuriick. 
A. und Ch. geben eine Verseifungszahl von 203,6 und eine Siure- 
zahl von 60,4 an, waihrend unsere Werte 148,0 bzw. 54,4 betrugen. 
Vielleicht ist durch die Anwendung hoherer Temperaturen bei der 
Darstellung des Ausgangsmaterials schon eine gewisse Verseifung 
eingetreten. 

Zur Priifung der Spaltbarkeit mu aus diesem Fett eine halt- 
bare und mdglichst feinteilige Emulsion hergestellt werden. Dazu 
losten wir zuerst das Fett in Aceton und lieBen die Lésung in einen 
croBen UberschuB von Wasser einflieBen. Zur Entfernung des 
Acetons wurde unter lebhaftem Schiitteln Luft durchgesaugt, 
wobei immer ein groBer Teil der Emulsion sich in Klumpen ab- 
schied. Besser war es, das Fett in Benzol zu lésen, sehr stark 
mechanisch zu riihren und, statt zu saugen, Luft oder Stickstoff 
durchzublasen. Aber auch dabei bildeten sich noch Flocken. 
Kine haltbare und ganz gleichmiéBige Emulsion entstand erst, als 
zum Entfernen des Benzols Kohlensiure durch die lebhaft ge- 
rihrte Emulsion geblasen wurde. 


Wir lésen 2,5 g Fett in 25 ccm Benzol unter leichtem Anwarmen und 
vieBen die Lésung in einen 1?/, Liter fassenden Rundkolben, der 500 ccm 
Wasser von Zimmertemperatur enthalt. Unter heftigem Turbinieren wird 
3—4 Stunden lang Kohlensaéure durchgeblasen, bis starke Schaumbildung die 
Kntfernung der Hauptmenge des Benzols anzeigt. Der Kohlensiurestrom 
darf nicht zu lebhaft sein, man soll die Blasen in der Waschflasche noch leicht 
zihlen kénnen. Auch mu8 man den Warmeverlust bei der Verdunstung durch 


1) J. of biol. Chem. 84, 703 (1929). 
4* 
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maéBiges Anwarmen ausgleichen. Dann wird iiber Nacht unter fortgesetztem 
tiihren der Rest des Benzols und die Koblensiure durch Einleiten von Stick- 
stoff entfernt. 

Es bildet sich auf diese Weise eine braéunliche Emulsion, in 
der mit unbewaffnetem Auge keine einzelnen Teilchen erkennbar 
sind. Sie laBt sich mit Wasser beliebig verdiinnen. Bei der 
100fachen Verdiinnung z. B. entsteht ein fast wasserklares, 
schwach opalisierendes Sol. Die konzentrierteren Emulsionen 
setzen allmihlich einen feinteiligen Niederschlag ab, der sich aber 
durch Schiitteln wieder in den urspriinglichen Verteilungszustand 
bringen JiBt. Gegen Alkalizusatz sind die Emulsionen bestindig, 
durch Ansiiuern werden sie sofort geflockt. Nur in ausgeflocktem 
Zustand kann das Fett durch Ather wieder leicht in Lésung ge- 
bracht werden. 

Um sterile Emulsionen herzustellen, lassen wir die benzolische Lésung 
iiber Nacht stehen oder filtrieren sie durch Seitzfilter und bringen sie dann 
mit sterilem Wasser zusammen. Die Apparatur wird sterilisiert, indem man 
sie mit 1 Liter Wasser fiillt und dieses auf 500 ccm eindampft. Kohlensiure 
und Stickstoff werden durch Wattefilter zugefiihrt. 

Die gepriiften Fermente waren hauptsiéchlich Serumlipasen, 
und zwar von Pferd, Kaninchen, Meerschweinchen, weiber Ratte 
und Mensch. 

Im allgemeinen wurden sie ohne Reinigung verwendet, nur die Lipase 
des Pferdeserums haben wir durch Ammonsulfatfillung gereinigt, welches 
Verfahren auch von H. Persiel') als das geeignetste beschrieben wird. Durch 
4/19 Sattigung laBt sich ein Teil der Globuline ohne Verlust an lipatischer 
Wirkung abtrennen. Wird nun auf °/,, Sattigung gebracht, so fallen mit den 
KiweiBkérpern tiber 90°/, der Lipase aus. Der Reinheitsgrad im aufgelésten 
Niederschlag ist trotz der Gegenwart von viel Ammonsalzen durchschnittlich 
der 4fache des urspriinglichen Serums. 

Weitere Lipasepriiparate haben wir aus Lebern von Mensch 
und Schwein hergestellt. 

Die zerkleinerten und mit Aceton und Ather getrockneten Organe wurden 
mit n/40-Ammoniak extrahiert. Bei Menschenleberlipase fallten wir nach 
R. Willstatter, E. Bamann und I. Waldschmidt-Graser?) die Haupt- 
menge der EiweiBkérper ohne Enzymverlust durch Zusatz von n/5-Essigsaiure 
und dialysierten die Lésungen durch tierische Membran. Die Schweineleber- 
lipase wurde nach H. Kraut und H. Rubenbauer?®) durch Dialyse und Vor- 
adsorption mit Kaolin und mit Tonerde gereinigt. 


Spaltungsversuche. Die Feststellung der Spaltung be- | 
reitet ganz auBerordentliche Schwierigkeiten. Die starke Eigen- 
farbe der Kmulsionen la8t den Farbumschlag bei der Titration 
der gebildeten Fettsiuren sehr schwer erkennen, zumal sich die 


1) Dissert. Persiel, Miinchen 1924. 
*) Diese Z. 178, 155 (1928), u. zwar S. 160. 








8) Diese Z. 173, 103 (1928). 

















Uber die Spaltbarkeit von Tuberkelfett durch Lipasen. 


Kigenfarbe wihrend der Spaltungsreaktion veriindert. Wir haben 
deshalb die Ansiitze trotz der Kostbarkeit des Materials so groB 
cewahlt, daB eine Spaltung von 100°/, mindestens 1 cem Zuwachs 
an verbrauchter n/10-Kalilauge in jeder titrierten Probe gebracht 
hatte. Innerhalb von 0,1 cem ist dann der Umschlag deutlich zu 
erkennen, was einer Fehlergrenze von -+ 5°/, entspricht. Als 
Indicator bewaéhrte sich eine Mischung von 1 Teil Thymolblau und 
3 Teilen Phenolphthalein nach Kolthoff!), dessen Umschlags- 
punkt bei px 9 hegt. In waéBriger Lésung ist der Umschlag infolge 
der entstehenden Triibung nicht zu erkennen, dagegen in alko- 
holisch-atherischer Lésung (8:2), von der wir die 3fache Menge 
dem Spaltungsansatz zufiigen. Bei diesem Mischungsverhiltnis 
tritt keine Trennung in 2 Schichten ein. Dagegen fallt in den Ver- 
suchen mit Serumlipase ein starker EiweiBniederschlag aus, den 
wir abzentrifugieren. Es erwies sich als zweckmiaBig, vor dem 
Alkohol—Atherzusatz noch eine abgemessene Menge von 1 cem 
n/5-HCl zuzufiigen, da sich dann der Umschlag besser erkennen 
lie}. In besonderen Versuchen haben wir festgestellt, daB die 
Abnahme des Verbrauches an Kalilauge durch das Abzentri- 
fugieren des Eiweifbniederschlages innerhalb der Versuchszeiten 
immer dieselbe ist, so daB hierdurch kein meBbarer Fehler ent- 
steht. Ks tritt aber wahrend der Versuchszeit stets eine mebbare 
Zunahme an Séiure im Serum ein, die im Leerversuch ermittelt 
werden muB. Zudem erfolgt durch die alkalische Reaktion des 
Spaltungsansatzes (pu 8,3) eine geringe Spaltung des ‘T'uberkel- 
fettes, die zur Ermittlung der enzymatischen Spaltung abgezogen 
wird. SehheBlich muB man noch auf Pufferzusatz verzichten, da 
sonst ein zu grobes Volumen bei der Titration entsteht, das den 
Umschlag verschleiert. Die Beriicksichtigung aller dieser Faktoren 
ist aus folgendem Beispiel zu ersehen: 


100 ccm Pferdeserum, enthaltend 220 Bfe]*), und 300 cem Emulsion, ent- 
haltend 1500 mg Tuberkelfett, wurden durch Natriumbicarbonatzusatz auf 
Px 8,3 gebracht. Dann wurden 50 ccm des Serums und 150 ccm der Emulsion 
vermischt und die Mischung wie die beiden Komponenten bei 30° aufbewahrt. 

Nach 2 Stunden wurden 20 cem der Mischung abpipettiert und in 60 cem 
Alkohol—Athermischung, die 1 cem n/5-HCI enthielt, unter Umschwenken ein- 
gebracht, vom ausgeschiedenen KiweiB in der Zentrifuge befreit und mit 


1) Biochem. Z. 189, 26 (1927). 

2) Unter 1 Ble] (= scheinbare Butyraseeinheit) verstehen wir in An- 
lehnung an die Definition von R. Willstatter und Fr. Memmen [Diese Z. 
12%, 1 (1923)] diejenige Enzymmenge, die ohne ausgleichende Aktivierung die 
Anfangstropfenzahl von 56 cem gesattigter Tributyrinlésung in 50 Minuten um 
20 Tropfen vermindert. 
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n/10-alkoholischer Kalilauge titriert. Verbrauch 1,75 cem. Dann wurden 
5 eem des Serums und 15 cem der Emulsion, die bei 30° aufbewahrt worden 
waren, vermischt und sofort wie oben titriert. Verbrauch 1,30 cem n/10-Kali- 
lauge. Es war also eine Aciditaétszunahme, entsprechend 0,07 cem n/10-Kali- 
lauge = 6°/, der méglichen Spaltung eingetreten. 

Nach 25 Stunden verbrauchte die Mischung 1,84 cem n/10-Kalilauge, 
die Komponenten zusammen 1,36 ccm; das ergibt einen Aciditaétszuwachs von 
0,48 com = 44°/, der méglichen Spaltung. 

Am 2. Tag macht sich der Aciditétszuwachs in den unvermischten 


~-* 


Komponenten so stark bemerkbar, daf} die Fortschritte der Spaltung nicht 
mehr erkannt werden kénnen. Nach 48 Stunden zeigte die Mischung einen 
Verbrauch von 2,31 ccm n/10-Kalilauge, die Komponenten zusammen von 
1,91 cem, was nur noch einer Spaltung von 36°/) entsprache. Spater wurden 


die Differenzen noch kleiner. 

In einem anderen Versuch mit Pferdeserum war nach 2 Stunden 
eine Spaltung von 7°/,, nach 17 Stunden von 19°/, erreicht. 

Geringere Spaltungen erhielten wir mit Extrakten aus mensch- 
lichen Lebern. In 3 Versuchen konnten wir eine Spaltung von 
10—15°/, nachweisen, die aber bei zweien dieser Versuche durch 
den groBen Aciditiitszuwachs beim Aufbewahren der Kompo- 
nenten sich nicht tber mehr als einen Tag verfolgen lieB. Die 
Iixtrakte entstammten einer verfetteten Leber und einer Kinder- 
leber ohne Befund. In dem Versuch mit dem Extrakt aus einer 
tuberkulésen Leber stieg der O-Wert in 3 Tagen fast gar nicht an, 
und es ist daher die Verseifung durch diese Lipase in Hoéhe von 
14°/, der méglichen Spaltung einwandfrei nachgewiesen. Dabei 
wurden, wie bei den Serumversuchen, 300 cem Emulsion, enthaltend 
1500 mg Tuberkelfett, und 100 cem des gereinigten Leberextraktes 
verwendet, die 47 Lipaseeinheiten (entspr. 380 Bfe]) enthielten. 

Kine Spaltung des acetonléslichen Anteils der Tuberkelfett- 
hile durch die Lipasen des Serums und der Leber findet also 
statt, und der Zusammenhang zwischen dem Fettspaltungs- 
vermogen des Korpers und der Heilung von tuberkulésen Er- 
krankungen kann hierauf beruhen. Aber entsprechend der groben 
Resistenz der Tuberkelbacillen ist diese Spaltung nur langsam und 
unvollstiindig. Der Grund hierfiir kénnte sein, daB die fettspalten- 
den KFermente nur geringe Affinitaét zu den Fettsubstanzen der 
Tuberkelbacillen besitzen. Eine andere Moglichkeit ist, daB bei 
normaler Affinitit die Zerfallsgeschwindigkeit der Tuberkelfett— 
Lipaseverbindung eine sehr geringe ist. Die Entscheidung hieriber 
liBt sich treffen, indem man den HinfluB des Tuberkelfettes aut 
die Spaltung anderer Substrate der Lipasen beobachtet. Bestel 
nur geringe Affinitaét zwischen Tuberkelfett und Lipase, so wird dic 
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Spaltung anderer Substrate durch die Gegenwart von Tuberkel- 
fett nicht wesentlich veraindert werden. Besteht aber normale 
oder sogar groBe Affinitét bei geringer Spaltungsgeschwindigkeit, 
so muB eine Hemmung der Zersetzung anderer Substrate feststell- 
bar sein. So haben R. Willstaétter, R. Kuhn, O. Lind und 
I’. Memmen!) die anfaingliche Hemmung der Spaltung des kiuf- 
lichen Mandelsiéuredithylesters durch Leberesterase mit der Gegen- 
wart von Benzoylameisensiuredithylester erklirt, der wie andere 
i\etocarbonséureester eine sehr hohe Affinitaét zur Leberesterase bei 
schr geringer Zerfallsgeschwindigkeit des entstehenden Produktes 
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mg The-fett/Ble] Fig. 1. 
Hemmung der Tributyrinspaitung durch ungereinigtes Pferdeserum x und @, 
durch gereinigtes Pferdeserum O. 


besitzt. Tatsichlich finden wir die Verseifung von Methylbutyrat 
und Tributyrin durch Serum- und Leberlipase bei Gegenwart der 
acetonléslichen Fraktion des Tuberkelfettes stark verzdégert. 
Die Fig. 1 verzeichnet alle Tributyrinspaltungen mit Pferde- 
serum bei Gegenwart von Tuberkelfett.2) Die Abszisse stellt die 
auf 1 Ble] zugefiigte Menge Tuberkelfett dar, die Ordinate, die 
direkt nach dem Zusatz des Fettes noch vorhandene Wirksamkeit 


1) Diese Z. 167, 303 (1927). 

2) In allen mit ® bezeichneten Hemmungsversuchen verwandten wir 
56 cem der gesattigten waBrigen Tributyrinlésung und 4 ccm Phosphatpuffer 
(px 8,5) und gaben die Mischung von 2,3 B[e] und der entsprechend verdiinnten 
Menge Tuberkelfett in zusammen 10 ccm sofort nach dem Vermengen hinzu. 
Die iibrigen Punkte der Figuren zeigen Werte, die gelegentlich der Spaltungs- 
versuche gemacht wurden und sich nur durch geringe Abweichungen in der 
Konzentration unterschieden. 
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in Prozenten der urspriinglich gemessenen. Die zur Hemmung 
notwendigen Mengen Tuberkelfett sind nicht gering. Mit 5 me 
Fett pro 1 Ble] tritt erst eime Hemmung der Lipasewirkung um 
20°/, ein, mit 50 mg sind noch 15°/, der Wirksamkeit auf das Tri- 
butyrin vorhanden. Die Mehrzahl der Versuche ist mit un- 
gereinigtem Pferdeserum ausgefiihrt; 8 Versuche mit der auf das 
4fache gereinigten Serumlipase sind in der Figur besonders (0) 
gezeichnet. Sie fallen durchaus in die Reihe der iibrigen. Die 
Hemmung wird also von den abgetrennten Begleitstoffen der 
Lipase nicht beeinfluBbt. 
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Fig. 2. Fig. 3. 
Hemmung der Tributyrinspaltung durch Hemmung der Tributyrinspaltung durch 
Serum von @ Meerschweinchen h a 

O WeiBer Ratte x Kaninchen Menschenserum. 


Bei den wenigen Stichproben, die wir mit den Seren anderer 
Tiere angestellt haben (Fig. 2), scheint die Serumlipase des Kanin- 
chens etwas weniger, die der weiben Ratte etwas mehr gehemmt 
zu werden. Auffallend groB war die Hemmung bei einer Probe 
von Meerschweinchenserum (Mischserum von 15 Tieren): 2,5 mg 
Tuberkelfett auf 1 Ble] verminderten die Wirkung um 80°/,. In 
einem anderen Versuch mit Meerschweinchenserum war die Hem- 
mung nicht so groB, aber immerhin gréBer als bei Pferdeserum. 
Auffallend stark war die Hemmung der Lipase eines normalen 
Menschenserums (Fig. 3). Schon mit 8 mg/Bife] betrug die Hem- 
mung iiber 80°/,, und mit 16,5 mg war gar keine Spaltung mehr 
zu beobachten. Diese Unterschiede in der Hemmbarkeit der ver- 
schiedenen Seren beweisen zugleich, daB es sich nicht um eine 
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Reaktion zwischen dem Tuberkelfett und dem Tributyrin *han- 
deln kann. 

Kbenso wie die Spaltung durch Serumlipase wird auch die- 
jenige durch Leberlipase von dem Tuberkelfett gehemmt. Am 
ausfiihrlichsten haben wir die Wirkung bei Schweineleberlipase 
untersucht (Fig. 4). Schon 0,16 mg/bfe| konnten die Tributyrin- 
spaltung um 15°/, vermindern, 12,5 mg Tuberkelfett um 72°/). 
Ungefahr ebenso wurde die Lipase aus Meerschweinchenleber 
cehemmt, etwas stirker die Fermentwirkung der Extrakte aus den 
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butyratspaltung durch Extrakt aus Schweine- 
leber O. 


menschlichen Lebern, mit denen wir die oben  beschriebenen 
Spaltungsversuche angestellt haben (Fig. 5). 

Zur Bestimmung der Lipase im Serum ist die Ronasche 
Methode der Tributyrinspaltung allein geeignet. Die Spaltung 
der geringen Menge Tributyrin, die sich in waBriger Lésung 
befindet, kann durch die stalagmometrische Messung mit  hin- 
reichender Genauigkeit ermittelt werden. Zur Hemmung der 
Tributyrinspaltung sind aber groBe Tuberkelfettmengen erforder- 
lich, z. B. die Halfte der angewandten Tributyrinmengen. Bei der 
Leberlipase, die eine Esterase ist, kann man die Wirksamkeit und 
die Hemmung auch an der Spaltung von Methylbutyrat verfolgen. 
Dabei stellte sich heraus, daB schon 100 mg Tuberkelfett die Spal- 
tung von 1 g Methylbutyrat wesentlich zu hemmen imstande sind. 
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4 Hemmungsversuche der Methylbutyratspaltung mit Ex- 
traktion aus Menschenlebern und einer mit Schweineleberlipase 
sind in die Fig. 5 baw. 4 eingezeichnet (0). Um den Vergleich mit 
der Tributyrinspaltung zu erméglichen, sind die Enzymmengen 
nicht, wie sonst bei der Methylbutyratspaltung, in L.-E. aus- 
gedriickt, sondern durch Multiplikation mit 8,0 bzw. 6,0 in Ble} 
umgerechnet. Die Umrechnungsfaktoren der Methylbutyrat- in 
die ‘T'ributyrinspaltung sind nach R. Willstaétter, E. Bamann 
und J. Waldschmidt-Graser!) von dem Reinheitsgrad der 
Priparate abhaingig und daher nicht konstant. Die hier ver- 
wendeten Faktoren von 6,0 fiir Schweineleberlipase und 8,0 fiir 
Menschenleberhpase sind in besonderen Proben mit den an- 
gewandten Priiparaten ermittelt. Es zeigt sich so, daB die Methyl- 
butyratspaltung bei gleicher Tuberkelfettmenge pro Enzymeinheit 
ungefihr in demselben Umfange gehemmt wird wie die 'Tributyrin- 
spaltung, obwohl die Substratmengen von Tributyrin und Methyl- 
butyrat sehr verschieden sind. Auch hieraus kann man schlieBen, 
dab es sich bei der Hemmung um eine Beschlagnahme der fett- 
spaltenden Enzyme durch den hemmenden Stoff handelt. 

Ks ist nicht wahrscheinlich, daf die Hemmung durch die 
acetonlosliche Fettfraktion die Ursache des interessanten Befundes 
von A. Falkenheim und P. Gy6érgy?) ist, wonach die Spaltung 
des ‘Tributyrms durch Vorbehandlung des Serums mit Tuber- 
kulin gehemmt wird. Die zur Hemmung benétigten Mengen dieser 
Fraktion sind zu groB, als daB sie in dem angewandten Tuberkulin 
enthalten sein kénnten, und es wire sowohl die von Falkenheim 
und Gyoérgy gefundene Temperaturempfindlichkeit des hemmen- 
den Stoffes wie die staérkere Hemmbarkeit der Serumlipase von 
T'uberkulésen nur schwer zu erklaren. Es ist noch zu untersuchen, 
ob die von uns beobachtete Hemmung auf der Wirkung der Haupt- 
bestandteile der acetonléslichen Fettfraktion oder nur auf einem 
bestimmten Teil von ihr beruht, vielleicht sogar auf kleinen Bei- 
mengungen der anderen Fraktionen, mit deren Verhalten gegen- 
uber Lipasen sich unsere weiteren Untersuchungen beschaftigen 
sollen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
fiir die Unterstiitzung dieser Untersuchung durch ein (H. Burger 
gewihrtes) Forschungsstipendium. 


1) a. a. O., und zwar §S. 161. 2) Beitr. klin. Tbk. 58, 250 (1922). 











Ir 
ky 





Untersuchungen an isolierten Zell- und Gewebsbestandteilen. 
I. Mitteilung: Isolierung von Zellkernen des Kalbsherzmuskels. 


Von 


M. Behrens. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat GieBen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1932.) 


Die chemische Untersuchung der mikroskopisch kleinen Zell- 
und Gewebsbestandteile wie Kerne, Protoplasma, Granula, Pig- 
mente, Zellarten usw., gestaltet sich auBerordentlich schwierig, 
weil diese Gebilde nicht fiir sich, sondern immer nur im Zusammen- 
hang mit den anderen histologischen Komponenten des betreffen- 
en Gewebes untersucht werden kénnen. Fir die Histochemie 
kommen von allen chemischen Methoden nur die wenigen in Frage, 
die in einem Gewebsschnitt unter dem Mikroskop zu einem sicht- 
haren Kffekt fiihren. Der Ausbau der Organchemie ist behindert. 
Viele Stoffe soleher histologischen Gebilde, die nur einen geringen 
Prozentsatz eines Organs ausmachen, entziehen sich wegen ihrer 
veringen relativen Menge der chemischen Untersuchung. Diese 
T'atsachen erklaéren es, daB wir wber den chemischen Aufbau vieler 
histologischer Gebilde und damit deren biochemischen Funktionen 
nur wenig wissen. Die chemische Untersuchung dieser Gebilde 
wiirde wesentlich erleichtert, wenn es gelinge, sie in grdBerer 
Menge in moglichst unveraindertem Zustand zu isolieren, um sie 
so ohne Einschrinkung der ganzen chemischen Methodik zu- 
cinglich zu machen. 

Verschiedene Versuche in dieser Richtung legen vor: Am 
erfolgreichsten waren Miescher und Lauder Brunton, denen 
es gelang, aus Eiterzellen, Spermien des Lachses und Hrythro- 
evten des Vogelblutes Zellkerne zu isolieren. Die LHiterzellen 
wurden einer milden Verdauung ausgesetzt, das Protoplasma léste 
‘ich auf und die resistenteren Kerne blieben iibrig. Die Lachs- 
spermien wurden mit verdiinnter Essigsiure behandelt, wobei ,,die 
Schwiinze unsichtbar wurden und die Képfe sich absetzten®. Bei 
der Gewinnung der Erythrocytenkerne geniigte eine Hiimolyse. 
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Diese Versuche bildeten den Ausgangspunkt der Kernchemie, 


Nach demselben Prinzip, durch Zerst6rung der weniger resistenten 
Teile die resistenteren zu gewinnen, wurden noch Amyloid und 
eosinophile Granula von Leukocyten isoliert. Lilienfeld gewann 
aus Thymus und Lymphknoten durch Kolieren und Zentrifugieren 
des Organbreies Lymphocyten. Nasse isolierte auf ahnliche Weise 
die eisenhaltigen Pigmentkérner der Milz. 

Der Nachteil dieser und ahnlicher Methoden besteht darin, 
daB sie in wiBrigen Medien arbeiten, zum Teil sogar mit Séuren 
und Laugen. Dadurch werden Substanzen der zu gewinnenden 
Gebilde ausgelaugt oder verindert. Die autolytischen Prozesse 
werden nicht unterbunden. Dies fiihrt bei der oft tagelang dauern- 
den Darstellung zu groBen Veriinderungen. Ks werden also bei 
diesen Methoden nicht die urspringlichen Gebilde, 
sondern nur einige besonders widerstandsfihige Reste 
isoliert. 

Weiterhin wurde noch durch Rontgenbestrahlung, durch 
Unterbindung von GefaiBen oder Ausfiihrungsgangen von Driisen, 
die Verédung gewisser Zellarten und damit die Anreicherung 
anderer Zellarten erreicht. Soleche Methoden.sind nur in ganz 
wenigen Sonderfallen méglich (z. B. Langerhanssche Inseln, 
Hodenzwischenzellen). 

Es wurde nun versucht, eine von diesen Mangeln freie Methode 
zu finden. Die Methode sollte méglichst allgemein anwendbar sein 
und gestatten, die zu isolierenden Gebilde in einem dem Leben 
noch nahestehenden Zustand zu gewinnen. 

Das Prinzip der gefundenen Methode ist folgendes: Die zu 
untersuchenden Organe werden zur Fixierung ihres chemischen 
und morphologischen Zustandes gefroren und im vereisten Zustand 
getrocknet. Die so getrockneten Organe werden pulverisiert, und 
zwar so fein, daB die zu gewinnenden Elemente als freie Teile vor- 
liegen. Das gewonnene Organpulver, dessen einzelne Teile noch 
den urspriinglichen Gewebselementen entsprechen, wird dann auf 
Grund des verschiedenen spezifischen Gewichts dieser Elemente 
in seine einzelnen Bestandteile zerlegt. Dies geschieht durch 
Zentrifugieren bzw. durch Absitzenlassen in indifferenten organi- 
schen Fliissigkeiten verschiedenen spezifischen Gewichts. In 
organischen Fliissigkeiten lésliche Stoffe entziehen sich dabe! 
allerdings, soweit sie in das Lésungsmittel iibergehen, der Trennung. 

Unter anderem gelang es nach dieser Methode zum ersten 
Male, die Zellkerne verschiedener Organe wie Herz, Muskel, 
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Gehirn, Leber usw. und damit auch kernfreies ,,Protoplasma‘ 
zu gewinnen. Die Schilddriise heB sich nach Abtrennung von 
GeféBen und Bindegewebe in Kolloid und Driisenzellen zerlegen, 
womit erstmalig das normale Kolloid der Schilddriise tiberhaupt 
dargestellt wurde, das bis jetzt lediglich ein histologischer und kein 
biochemischer Begriff ist. Aus den Driisenzellen lheBen sich wieder 
Kerne abtrennen. Von Driisen mit innerer Sekretion heBen sich 
Thymus und Nebenntere in Mark und Rinde zerlegen. Mit der 
Gewinnung des Thymusmarks sind die Hassalschen Korperchen 
angereichert. Aus dem Pankreas gelang es, in geringer Ausbeute 
Zellhaufen zu isolieren, die aller Wahrscheinlichkeit nach die 
Langerhansschen Inseln sind. Pigment bzw. Pigmentzellen 
wurden aus der Froschleber gewonnen. Aus der Pferdemilz lieBen 
sich quantitativ mit groBer Leichtigkeit die eisenhaltigen Pigment- 
kérner abtrennen. 

In vorliegender Arbeit sollen die einzelnen Phasen der Methode, 
das Trocknen, das Mahlen mit der histologischen Identifizierung 
der Gewebselemente im Organpulver und die T'rennung nach dem 
spezifischen Gewicht besprochen werden. Dann soll an einem 
Beispiel, der Isolierung der Zellkerne des Kalbsherzens, die prak- 
tische Ausfiihrung der Methode gezeigt werden. Zum SschluB 
werden einige Feststellungen an den isolierten Herzkernen mit- 
ceteilt. 


A. Allgemeiner Teil. 


a) Trocknung. Methoden, Gewebe in gefrorenem Zustand 
zu trocknen, wurden fir histologische Zwecke von Altmann und 
Hirthle?*), fiir biochemische Zwecke von Shackell*) und Kossel?®) 
angegeben. Das von uns angewandte Verfahren entspricht dem 
Verfahren von Shackell. Diese Methode ist anscheinend seinerzeit 
nicht geniigend beachtet worden und in Vergessenheit geraten 
(Kossel gibt 4 Jahre spiter ein komplizierteres Verfahren an). 
Dies ist um so merkwiirdiger, als sie nicht nur leicht auszufiihren 
ist, sondern auch die schonendste Entwisserungsmethode ist, die 
wir besitzen. Wir wurden erst, nachdem wir ein entsprechendes 
Verfahren ausgearbeitet hatten, auf das Shackellsche aufmerksam. 

Die praktische Ausfiihrung der Methode gestaltet sich kurz 
folgendermaBen: Die zu trocknenden Organe werden in fliissiger 
1) K. Hiirthle, Pfliigers Arch. 126, 122 (1909). 
“) Shackell, Amer. J. Physiol. 24, 325 (1909). 
8) Diese Z. 84, 354 (1913). 
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Luft, Kohlensiure-Ather, Kaltemischungen oder auch in kKihl- 
riiumen gefroren. Die so gefrorenen Organe kommen in einen 
mit konz. Schwefelsiiure beschickten Exsiccator. Dieser wird mit 
einer Olpumpe evakuiert. Unter diesen Umstinden reicht dic 
Verdunstungskilte aus, die Organe wihrend des Trocknungs- 
prozesses auf einer Temperatur von — 15° bis — 20° zu halten. 
Das hohe Vakuum und der Umstand, da die bereits getrockneten 
Organteile pords, d.h. fiir Wasserdimpfe leicht durchgingig 
bleiben, bewirken ein rasches Verdampfen des gefrorenen Wassers 
und damit einen Wirmeverlust, der ausreicht, den durch das 
Vakuum bereits gehemmten Wirmezustrom ganz zu kompen- 
sieren. Es ist also nicht nétig, den Vakuumexsiccator selbst in 
eine Kis- oder Kaltemischung zu stellen, waihrend Kossel dies 
noch fiir nétig hielt. 


Diese Methode eignet sich noch fiir viele andere Zwecke. Das schonende 
Entwassern von Organen und Geweben spielt in der physiologischen Chemie 
eine groBe Rolle. Die angegebene Methode hat den groBen Vorzug, daB sie 
ohne jeden Zusatz arbeitet, daB Autolyse und Zersetzung durch die tiefe Tempe- 
ratur ausgeschaltet sind, daB sie das Wasser quantitativ entfernt, und daB das 
getrocknete Gut in leicht pulverisierbarer und extrahierbarer Form zuriick- 
bleibt. Wie schonend sie arbeitet, geht daraus hervor, daB EiweiB nicht 
denaturiert wird, und daB ungeronnenes, so getrocknetes Blut nach Zusatz von 
Wasser seine Gerinnbarkeit noch zeigt. Die Methode wurde von uns fiir die 
Trocknung von Geweben und Organen noch wesentlich vereinfacht. (Wegen der 
dabei eintretenden histologischen Verinderungen ist diese vereinfachte Methode 
fiir die Gewebstrennung allerdings nicht geeignet.) Es stellte sich namlich 
heraus, daB sogar das Gefrieren der Organe vor dem Einbringen in den Exsic- 
cator erspart werden kann. Bringt man ein Organ in ein nasses dickeres Tuch 
eingeschlagen in den Exsiccator und evakuiert mit der Olpumpe, dann ver- 
dampft das Wasser des Tuches unter Kalteentwicklung so rasch, daB das 
Organ bald von einem Eismantel von etwa 30° Kalte umgeben ist. Das Organ 
friert in kuzer Zeit durch, der Eismantel verdampft und das Organ trocknet 
aus dem vereisten Zustand. Bringen wir dagegen ein Organ ohne dieses nasse 
Tuch in den Exsiccator, so verdampft das Wasser der auBersten Schicht woh! 
sehr schnell, aber diese bildet dann eine fiir Wasserdimpfe fast undurchgangige, 
hornaihnliche Membran, so daB der weitere TrocknungsprozeB so langsam ver- 
Jauft, daB das Organ vor dem Trocknen reichlich Gelegenheit hat, zu verfaulen. 

Fliissigkeiten trocknen wir folgendermaBen: Eine Soxhlethiilse wird mit 
Wasser angefeuchtet und dann durch Eintauchen in Kohlensiure—Ather mit 
der Offnung nach oben gefroren. In den so entstandenen und in der Kalte- 
mischung stehenden Eisbecher wird die zu trocknende Flissigkeit eingefiillt. 
Wenn die Fliissigkeit durchgefroren ist, kommt die Hise in den Exsiccator. 
Lésungen, die beim gewohnlichen Trocknen einen Sirup oder eine hornahnliche, 
schwer lésliche Masse bilden, ergeben dann eine leicht lésliche, porése Masse. 

Im gefrorenen Zustand getrocknete Tiere, Pflanzen oder Organe behalten 
ihre urspriingliche Gestalt. Die Methode eignet sich also vorziiglich zur Her- 
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stellung von Dauerpréparaten oder Demonstrationsobjekten. So getrocknete 
Tiere oder Organe haben den groBen Vorteil, daB man sie mit chemischen 
Reagentien tranken kann, ohne daB die Reagentien vorher das Wasser der 
Gewebe verdringen miissen. So JaBt sich beispielsweise auBerordentlich 
eindrucksvoll der Adrenalingehalt des Nebennierenmarkes durch Befeuchten 
einer Schnittflache durch eine Nebenniere mit Eisenchloridlésung demon- 
strieren. 


Fiir vorliegendes Problem ist nun die Frage wichtig, ob bei 
dieser Arbeitsweise wesentliche chemische und histologische Ande- 
rungen vermieden werden. Was die chemischen Veriinderungen 
angeht, so sind diese zuerst durch die tiefe Temperatur und spiiter 
durch das Fehlen des Wassers weitgehend ausgeschaltet. Man 
kann wohl sagen, daB die so vorbereiteten Organe in chemischer 
Hinsicht geringere Veridnderungen erlitten haben, als sie jeder 
andere zur chemischen Untersuchung notige Eingriff bedingen 
wirde. Verloren gehen nur die Substanzen, die im Vakuum 
flichtig sind. Schwieriger sind die beim Gefrieren eintretenden 
histologischen Verdnderungen in ihrer Bedeutung fir vor- 
liegendes Problem zu beurteilen. Stérungen der histologischen 
Bilder kommen durch die bei dem Gefrieren sich bildenden Eis- 
krystalle zustande. Derartige Verinderungen sind bedeutungslos, 
sofern die Krystallbildung nicht zur Verschiebung von Stoffen 
zwischen den zu trennenden Gebilden fiihrt. Die morphologischen 
Gebilde sollen ja nicht in ihrer urspriinglichen Gestalt, sondern 
nur in ihrer urspriinglichen stofflichen Zusammensetzung isoliert 
werden. So lange die Krystallbildungen nicht die Grenzen der zu 
trennenden morphologischen Gebilde iiberschreiten, sich also 
innerhalb dieser Gebilde vollziehen, diirfte eine derartige Substanz- 
verschiebung nicht zu befiirchten sein. Diese Bedingung ist bei 
den bis jetzt durchgefithrten Trennungen, wie aus den _histo- 
logischen Bildern hervorgeht, erfiillt. 

Das Problem, welche histologischen Veranderungen durch das Ge- 
frieren hervorgerufen werden, ist in anderem Zusammenhang schon ver- 
schiedentlich diskutiert worden, so von Molisch!), Plank?), Reuter’), 
Hiirthle.4) Die Frage muB aber, wie auch von Hiirthle betont wird, als 
noch ungeklart angesehen werden. Eine groBe Rolle spielt sicher die Schnellig- 
keit des Frierens. Die Behauptung, daB beim schnellen Gefrieren, wie es 
auf den Gefriermikrotomen oder durch Einwerfen in fliissige Luft méglich ist, 


1) H. Molisch, Untersuchungen iiber das Erfrieren der Pflanzen. 
Jena 1897. 
*) R. Plank, Z. allg. Physiol. 17, 221 (1918). 
3) K. Reuter, Z. f. angew. Anat. 2, 297 (1918). 
‘) K. Hiirthle, Pfliigers Arch. 227, 585 (1931). 
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alles in molekularer Anordnung erstarre, ist leider nicht bewiesen. Reuter 
bringt so gefrorene Schnitte zur Fixierung in Formol und sieht dann un. 
verinderte Bilder unter dem Mikroskop. Diese Bilder registrieren aber nicht 
den gefrorenen Zustand. Beim Gefrieren bilden sich Eiskrystalle, d. h. dic 
organischen Substanzen werden wasserérmer, entquellen und werden dis. 
lociert. Beim Auftauen quellen sie und nehmen mehr oder weniger ihre ur- 
spriingliche Lage wieder ein. Das nach dem Auftauen gewonnene histologische 
Bild beweist also nur wenig fiir den gefrorenen Zustand. Beweisend waren nur 
Untersuchungen an dauernd gefroren gebliebenen Schnitten oder an Schnitten, 
die in gefrorenem Zustand getrocknet sind, wobei jede histologische Anderung 
wabrend des Trocknens noch ausgeschlossen werden miBte. Molisch hat 
gefrorene Praiparate mikroskopisch untersucht; leider handelt es sich dabei 
nur um sehr langsam gefrorene Objekte. 

Beim Trocknen sind kaum Substanzverschiebungen zu er- 
warten. Das Wasser verdunstet aus dem festen Aggregat- 
zustand, wobei die tbrigen Bestandteile der Gewebe, die in 
wasserfreiem Zustand in der Hauptsache feste Korper sind, in der 
bei dem Frieren eingenommenen Lage zurickbleiben. Es tritt 
keine Schrumpfung der Gewebe ein, wie es der Fall ist, wenn das 
Wasser der Gewebe aus dem fliissigen Zustand verdampft. Hs ist 
allerdings méglich, daB nach Verdampfung eines Teiles des Wassers 
stellenweise eine soleche Erhéhung der Konzentration der anorga- 
nischen Gewebsbestandteile eintritt, daB der Schmelzpunkt unter 
— 15° zu liegen kommt. Diese Stellen des Auftauens und damit 
der eventuellen Substanzverschiebung sind aber nach Art der 
histologischen Bilder, die einwandfrei getrocknete Organe geben, 
so klein, daB sie fiir die bis jetzt durchgefiihrten Trennungen 
bedeutungslos sind. Sollten sich jedoch hierdurch Schwierigkeiten 
ergeben, so lheBe sich dem durch weitere Herabsetzung der 
Trocknungstemperatur sicher leicht abhelfen. 

b) Mahlen und Identifizieren der Gewebselemente 
im Organpulver. Bei dem MahlprozeB ist anzustreben, daB die 
zu isolierenden histologischen Gebilde vollkommen freigelegt 
werden. Teile, die bei dem Mahlen im Zusammenhang mit anders- 
artigen T'eilen bleiben, entziehen sich der Trennung. Der Mahl- 
prozeB muB so geleitet werden, dafi die zu isolierenden Gewebs- 
bestandteile nach Méglichkeit selbst nicht zerkleinert werden, da 
dies die Abtrennung unnotig erschweren wiirde. Dies kann einmal 
durch die Art der Mahleinwirkung erreicht werden. Die ver- 
schiedenen Gewebselemente werden je nachdem, ob die Zerkleime- 
rung durch Reiben, Pressen, ZerreiBen oder Schneiden bewirkt 
wird, verschieden durch den MahlprozeB beeinfluBt. Die geeignetste 
Zerkleinerungsmethode muB fiir jedes Gewebselement ausprobicrt 
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werden. Ferner kann die unnétige Zerkleinerung dadurch ver- 
mieden werden, daf die geniigend kleinen Teile zwischendurch 









































“4 abgetrennt werden. Diese Abtrennung kann durch Schlimmen, 
" Windsichten oder Sieben erreicht werden. 
mn Schwierig gestaltete sich die Identifizierung der gesuchten 


he Gewebselemente im Organpulver. Viele histologische Fiirbe- 
ur methoden versagen. Die histologisch gebrauchten Farbstoffe 
wo fiirben gewohnlich alle Gewebselemente an und sind nur deshalb 
fiir histologische Zwecke brauchbar, weil sie die verschiedenen 





“ Gewebselemente verschieden stark anfirben. Diese Intensitits- 
unterschiede sind deutlich zu erkennen, so lange die einzelnen 
r. Teile sich im natirlichen Zusammenhang befinden. Im Organ- 
ky pulver reichen solche Farbdifferenzen zu einwandfreier Identifi- 
in zierung doch oft nicht aus. Wir muBten fiir unsere Zwecke daher 
er erst nach geeigneten Methoden suchen. Bei der Isolierung der 
tt Zellkerne erwies sich die Nuclealfirbung, die ja nur die Kerne 
as firbt, als auBerordentlich wertvoll. In vielen anderen Fallen 
st | bedienten wir uns der Unna-Pappenheimfirbung. 
re Kine weitere Schwierigkeit bei der histologischen Identifi- 
a f zierung bildete das Vorbereiten der Organpulver zur Fiirbung. 
er Nur Pulver bis ungefahr zur KerngréBe kénnen im Ausstrich- 
‘it praparat untersucht werden. Von Pulvern mit gréBeren Teilen 
er miissen Schnittpriparate angefertigt werden. MHierfiir muBten 
n. besondere Methoden ausgearbeitet werden. Diese sollen in spiteren 
on Arbeiten an gegebener Stelle mitgeteilt werden. 
on ec) Trennung nach dem spezifischen Gewicht. In der 
er Mineralogie und in der Technik wird die Methode, Korper auf 
Grund ihres spezifischen Gewichts zu trennen, 6fters angewandt. 
Le Das Prinzip dabei ist, das zu trennende Pulver in eine Fliissigkeit 
le zu bringen, deren spezifisches Gewicht zwischen den spezifischen 
of Gewichten der beiden zu trennenden Teile liegt. Der spezifisch 
g- schwerere Teil geht dann zu Boden, der spezifisch leichtere nach 
J. oben. Hatten in unserem Falle alle gleichartigen histologischen 
9. Gebilde genau das gleiche spezifische Gewicht untereinander, 
la — dann wire theoretisch wenigstens eine vollstandige quantitative 
al Aufteilung eines Organs in seine Elemente méglich. Denn es wire 
re nicht anzunehmen, daB zwei verschiedene Arten von Gewebs- 
p- elementen, die doch ganz verschiedenen chemischen Aufbau 
cf besitzen, zufallig genau das gleiche spezifische Gewicht hiatten. 
- Praktisch aber scheint die Sache hiaufig so zu liegen, daB das spe- 
“t zifische Gewicht der einzelnen Gewebselemente um einen gewissen 
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Wert schwankt. Soweit die spezifischen Gewichte verschiedener 
Elemente sich wberschneiden, ist dann natiirlich eine quanti- 
tative T'rennung nach dem spezifischen Gewicht nicht mdglich. 

Zur Ausfiihrung der Trennung sei folgendes bemerkt: Durch 
Mischen einer spezifisch leichten und einer spezifisch schweren 
indifferenten organischen Fliissigkeit werden Mischungen ver- 
schiedenen spezifischen Gewichts hergestellt. Die Herstellung 
dieser Mischungen geschieht unter Benutzung von Areometern, 
die es gestatten, die dritte Dezimale abzulesen. 


Die in Frage kommenden spezifischen Gewichte liegen in der Regel 
zwischen 1,290 und 1,390. (Das spezifische Gewicht der eisenhaltigen Granula 
der Pferdemilz liegt mit etwa 2,6 in einer ganz anderen Gr6éBenordnung.) Die 
spezifischen Gewichte der bendétigten organischen Fliissigkeiten sind sehr 
temperaturabhangig. Die durch eine Anderung der Temperatur (Schwan- 
kungen der Zimmertemperatur, Erwarmung der Zentrifuge) bewirkten Ande- 
rungen der spezifischen Gewichte kénnen leicht gréBer sein als die Differenzen 
der spezifischen Gewichte der zu trennenden Gewebsbestandteile. Der Einflu! 
der verschiedenen Raumtemperaturen wird dadurch ausgeschaltet, daB die 
spezifischen Gewichte der Mischungen erst kurz vor dem Zentrifugieren durch 
Zugeben der leichteren bzw. schwereren Flissigkeit auf den gewiinschten 
Wert eingestellt werden. Der stérende Einflu8 der Zentrifugenerwarmung 
wird dadurch verringert, daB man die Zentrifugierdauer méglichst kurz wabilt 
und dafiir lieber wiederholt zentrifugiert. Auch die Dauer des Zentrifugierens 
wird bei allen Untersuchungen méglichst gleich gehalten, um méglichst ver- 
gleichbare Werte zu erhalten. Die Wasserzentrifuge ist praktisch zwar tempe- 
raturkonstant und erlaubt es daher, mit definierten spezifischen Gewichten 
zu arbeiten. Die geringere Tourenzahl verlangert jedoch die Laufzeit und 
schrinkt dadurch ihre Anwendungsméglichkeit wieder ein. 


Bei der ersten gréberen Fraktionierung werden Mischungen 
benutzt, deren spezifische Gewichte in der zweiten Dezimalstelle 
differieren. Das Organpulver wird zunachst in einer spezifisch 
leichten Mischung durch Schiitteln suspendiert und zentrifugiert. 
(Bei gréberen Pulvern wie z. B. Thymusrinde und Thymusmark 
genigt Absitzenlassen.) Die nicht sedimentierten Teilchen werden 
durch AbgieBen vom Bodensatz getrennt und der Bodensatz in 
der nichstschwereren Mischung erneut suspendiert und zentri- 
fugiert. In dieser Weise wird weiter verfahren, bis das Organ- 
pulver vollkommen in Fraktionen verschiedenen  spezifischen 
Gewichts aufgeteilt ist. Die einzelnen Fraktionen werden histo- 
logisch auf ihre Zusammensetzung gepriift und gleichartige ver- 
einigt, wie das z. B. auch bei den fraktionierten Destillationen 
geschieht. Die Fraktionen, die den gewiinschten Gewebsanteil 
angereichert enthalten, werden weiterverarbeitet. Durch <Aus- 
probieren wird festgestellt, bei welchem spezifischen Gewicht die 
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wal cesuchten Teilchen gerade sedimentieren, und bei welchem sie 
tI gerade nach oben steigen. Durch wiederholtes Zentrifugieren in 
*h. der einen und in der anderen Mischung wird eine weitere Reinigung 
ch erzielt, indem das eine Mal die leichteren, das andere Mal die 
‘ns spezifisch schwereren Partikel ausgeschieden werden. 
wil Ist auf diese Weise das spezifische Gewicht eines Gewebsbestandteiles 
ng einmal bestimmt, so wird man bei wiederholten Versuchen nicht die ganze 
mn, Skala der spezifischen Gewichte durchprobieren, sondern kann sich auf eine 

geringere Zahl von Mischungen beschraénken, deren spezifische Gewichte in 
- der Nahe des spezifischen Gewichts des gewiinschten Gewebselementes liegen. 
“~ Dabei empfiehlt es sich, von vornherein nicht zu nahe bei dem bekannten 
je spezifischen Gewicht zu beginnen, sondern auch dann zundchst erst eine 
ie. vrobere Abtrennung anzustreben. Beginnt man némlich mit einer Mischung, 
— in der sich die gesuchten Elemente eben nach oben bzw. unten bewegen, so 
‘= besteht die Gefahr, daB sie von dem anderen Teil der Suspension in der falschen 
sit tichtung mitgerissen werden; ganz besonders dann, wenn letzterer mengen- 
weft maBig tiberwiegt. 
Sin Was nun die Verainderung der gesuchten Gewebsbestandteile 
ch bei der Berithrung mit den organischen Lésungsmitteln angeht, so 
en wird natiirlich, wie schon oben betont, der groBte Teil der Lipoide 
*s und Fettsubstanzen herausgelést. Die bisher gebrauchten ‘Tren- 
re nungsgemische verhalten sich in dieser Hinsicht etwas verschieden. 
op ls zeigte sich néimlich, daB ein und dasselbe Gewebselement in 
ve verschiedenen Trennungsgemischen verschiedenes spezifisches Ge- 
en wicht besitzt. Dies laBt sich am zwanglosesten so erkliren, dab 
" das eine T'rennungsgemisch mehr, das andere weniger von den ge- 
, nannten Stoffen zuriicklaBt. 
le B. Spezieller Teil. 
h Darstellung von Kernen und ,,Protoplasma‘‘ des Kalbsherzens. 
" a) Trocknung. Etwa 1000¢ der muskulésen Teile von 
k Kalbsherzen werden in kirschgroBe Stiicke zerschnitten und 
™ 2) Minuten nach dem Tod der Tiere in Kohlensiiure-Ather gefroren. 
‘4 Die gefrorenen Stiicke kommen in einen Mullbeutel. Nach Ab- 
J tropfen des Athers wird der Mullbeutel in einen geradwandigen 
ij ixsiceator, der mit 1,5 Liter konz. Schwefelsiure beschickt ist, 
” aufgehiingt. Der Exsiccator wird mit einer Olpumpe evakuiert. 
‘ Der ganze TrocknungsprozeB nimmt ungefihr 8 ‘lage in Anspruch. 
‘ Morgens, mittags und abends wird je 2 Stunden nachevakuiert. 
2 Die Schwefelsiure wird ab und zu durch kreisende Bewegung des 
, xsiecators gemischt. Die Temperatur soll in dem Mullbeutel 
i wihrend der Trocknung nicht iiber — 15° ansteigen. Kin Ansteigen 
P 


der Temperatur ist durch schlechtes Vakuum bedingt oder dadurch, 
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daB der TrocknungsprozeB sich seinem Ende nahert. Es resul- 
tieren an entwisserter Substanz etwa 200 g. 

b) Zerkleinerung. 150g Trockenherz werden nach Ent- 
nahme aus dem Exsiecator trocken durch eine Fleischhackmaschine 
(Lochscheibe 8 mm) getrieben. Das anfallende Pulver wird erst 
durch ein Sieb, dessen Maschenweite 2 mm betragt, und der Durch- 
fall durch ein Sieb mit der Maschenweite 1 mm gesiebt. Die Sieb- 
riickstiinde werden wieder durch die Fleischmaschine getrieben 
und wieder gesiebt. Das wird solange wiederholt, wobei spiiter die 
Fleischmaschine eine Lochscheibe von 6mm erhalt, bis etwa 
130 g Pulver das Sieb 1 mm passiert haben. Alle Siebriickstande 
werden in einer Reibschale weiter zerkleinert und gesiebt, bis im 
ganzen etwa 142 g das Sieb 1 mm passiert haben, wihrend 10 ¢ 
guruckbleiben. Daf an Gewicht mehr Pulver gewonnen wird 
(2 2), als dem Ausgangsmaterial entspricht, erklart sich daraus, 
dafi das hygroskopische Pulver an der Luft wahrend des Mahlens 
etwas schwerer wird. Das gewonnene Pulver wird nun durch ein 
Sieb von der Maschenweite 0,5 mm getrieben, wobei die jeweiligen 
Riickstiinde in einer Reibschale zerkleinert werden. Zweckmafiger- 
weise siebt man die Riickstiinde zwischendurch nochmals durch 
Sieb 1 mm. Dabei bleiben bindegewebige Bestandteile zuriick, dic 
die Zerkleinerung in der Reibschale stéren. Es werden schlieBlich 
etwa 135 g feines Pulver gewonnen. Diese 135 g werden nun durch 
ein Sieb von 0,25 mm Maschenweite gesiebt, die Riickstinde in 
einer Art Kugelmiihle gemahlen, wieder gesiebt und gemahlen, 
bis etwa 124g femmes Pulver erhalten werden. Als Kugelmiilile 
dient eine 1-Liter-Glasst6pselflasche mit etwa 800g Glasperlen, «ie 
mit je 80 g Pulver beschickt wird und auf einer Schiittelmaschine 
10 Minuten geschiittelt wird. Die Schiittelmaschine legt einen 
Weg von 6 cm etwa 180mal in der Minute zuriick. Zum Sieben 
der Pulver werden die Glasperlen erst durch ein grobes Sieb ab- 
getrennt. Jetzt wird das ganze Pulver (124 g) nochmals durch 
Sieb 0,25 gesiebt, bis etwa 100 ¢ das Sieb passiert haben. Der 
Riickstand wird in der Kugelmiihle gemahlen und gesiebt, bis 20 ¢ 
erhalten werden. Diese werden mit den 100 g Pulver vereinigt. 
Die anfallenden endgiiltigen Siebriickstaénde enthalten viel Binde- 
gewebe und GefiBe, sie werden verworfen. 

Durch Schlimmen werden nun aus den 120 g feinem Pulver 
die Teile von ungefaihr KerngréBe abgetrennt. Zu diesem Zweck 
wird das Pulver in 8500 cem Benzol suspendiert. Die Suspension 
wird fiir jeden Zentimeter des Abstandes der Benzoloberfliche von 
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der oberen Grenze des sich bildenden Bodensatzes 5 Minuten 
stehengelassen und dann vom Bodensatz abgehebert (z. B. bei 
einem Abstand von 25 em nach 125 Minuten). Der Bodensatz 
wird wieder in 3500 cem Benzol suspendiert und das Uberstehende 
nach der entsprechenden Zeit wieder abgehebert. Das abgeheberte 
Benzol kann durch Absitzenlassen iiber Nacht, durch Zentri- 
fugieren oder auch durch Abnutschen von dem feinen Pulver be- 
freit und fiir weitere Schlimmungen benutzt werden. Dabei ist 
aber zu beachten, daB das feine Pulver immer mit Benzol befeuchtet 
bleibt, da sonst die Gefahr besteht, daB die Partikelchen mit- 
einander verkleben. Nachdem noch ein drittes Mal in geschilderter 
Weise abgeschlimmt worden ist, wird der Bodensatz in diinn- 
breiger Form in zwei 1-Liter-Glasstépselflaschen mit je etwa 800 g 
Glasperlen auf der Schiittelmaschine 4 Stunden gemahlen. Nach 
dem Mahlen wird das Gewebspulver aus beiden Flaschen ohne die 
Glasperlen wieder in 3500 cem Benzol suspendiert und 8mal in 
der geschilderten Weise abgeschlimmt. In dieser Weise wird 
weltergemahlen und abgeschlimmt, bis der Bodensatz nur noch 
einen kleinen Teil des Gesamtpulvers ausmacht. Sollte sich das 
Gewebspulver schlecht absetzen, weil es beim Mahlen eine faserige 
Beschaffenheit angenommen hat, so mu8 die zum Abschliimmen 
benutzte Benzolmenge vergroBert und unter Umstinden ver- 
doppelt werden. Um Zeit und Benzol zu sparen, kann man sich 
auch mit jeweils 2maligem Abschlimmen begniigen. Wenn die 
Menge des zu mahlenden Gewebes geringer geworden ist, mahlt 
man das ganze Pulver nur in einer Flasche und geht mit der Ge- 
schwindigkeit der Schiittelmaschine herunter, da sonst die Gefahr 
besteht, da die Glasperlen die Flasche zerschlagen. Auch die Zeit 
des Mahlens wird abgekiirzt, da der Mahleffekt ja gréBer wird, je 
weniger Pulver im Verhaltnis zu den Glasperlen vorhanden ist. 

Alles abgeschlammte Pulver wird schlieBlich vereinigt und 
durch Absitzenlassen iiber Nacht, durch Zentrifugieren oder durch 
Abnutschen auf etwa 800 ccm Fliissigkeitsmenge gebracht. 

ec) Trennung. Durch Zusatz von Tetrachlorkohlenstoff wird 
(ie Suspension auf ein spezifisches Gewicht von 1,330 gebracht. 
Hierzu sind etwa 2 Liter notig. (Bei diesem spezifischen Gewicht 
gehen die Kerne nach unten.) Die Suspension wird 1/, Stunde in 
sut verschlossenen Glasern zentrifugiert.1) Der Bodensatz wird 


1) Wir benutzen eine elektrische Zentrifuge von 3500 Touren und 16 em 
Radius (bis zum Boden der Glaser gemessen). Sie erwarmt sich bei 1 Stunde 
Lauf um etwa 3°, 
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nach AbgieBen!) des in Suspension Gebliebenen mit emer Mischung 
von Tetrachlorkohlenstoff und Benzol vom spezifischen Gewicht 
1,850 herausgespilt. Die abgegossene Suspension hingegen wird 
erneut 1/, Stunde zentrifugiert, das Uberstehende abgegossen und 
der Bodensatz herausgespilt. Das Abgegossene wird dann nochmals 
zentrifugiert und der Bodensatz wieder herausgespilt. Auf diese 
Weise wird die urspriingliche Suspension 3mal bei dem gleichen 
spezifischen Gewicht zenfrifugiert. Dies ist deswegen ratsam, weil 
wegen der fortschreitenden Erwirmung der Zentrifuge ein befrie- 
digendes Auszentrifugieren in einem Gang Schwierigkeiten macht. 

Die so gewonnenen kernhaltigen Bodensatzsuspensionen 
werden vereinigt und zur Kerndarstellung benutzt. Das nach oben 
Gegangene oder in Suspension Gebliebene dient zur Protoplasma- 
darstellung. 

#) Kerngewinnung. Die Bodensatzsuspension wird auf 
etwa 200 cem und auf ein spezifisches Gewicht von 1,860 gebracht. 
Die Suspension wird auf vier 100-ccm-Zentrifugenglaser verteilt 
und wie oben 8mal je 1 Stunde zentrifugiert. Die jeweiligen Boden- 
siitze,. die die Kerne schon in starker Anreicherung enthalten, 
werden jedesmal abgetrennt. Die so gewonnene Kernsuspension 
wird auf etwa 100 ccm und ein spezifisches Gewicht von 1,365 
gebracht. Dann wird sie auf zwei 100-cem-Glaser verteilt und 
38mal je 1 Stunde zentrifugiert. Die anfallenden Bodensiitze 
werden vereinigt und in 100 ccm einer frischen Mischung eines 
etwas hdheren spezifischen Gewichts suspendiert. Diese Sus- 
pension wird erneut 3mal zentrifugiert. Dieser ganze Vorgang 
wird mehrmals wiederholt, wobei man mit den spezifischen Ge- 
wichten langsam in die Hohe geht (z. B. 1,365, 1,867, 1,869). Um 
bindegewebige Bestandteile abzutrennen, wird die Kernsuspension 
zwischendurch durch Watte filtriert. Zu diesem Zweck wird ein 
kleiner Wattebausch in einen Trichter gelegt und die Suspension 
durchgegossen. Wenn der Wattebausch durch zuriickgehaltenes 
Bindegewebe verstopft ist und alle Partikelchen zuriickgehalten 
werden, wird er durch einen neuen ersetzt. Die verstopften Watte- 
biusche werden durch Schiitteln mit Suspensionsmitteln aus- 
gewaschen. Die Waschfliissigkeit wird der Hauptsuspension wieder 
zugesetzt. ~Die Suspension wird so oft durch Watte gegossen, bis 
sie ohne Verstopfen die Watte glatt passiert. 


1) Ein sich eventuell oben bildender fester Kuchen von Gewebspulver 
wird mit dem Spatel vorher herausgenommen und in dem Abgegossenen durch 
kraftiges Schiitteln wieder in Suspension gebracht. 
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ng Die Suspensionen und Bodensiitze werden fortlaufend auf 
ht ihren Kern- und Protoplasmagehalt gepriift. Dazu werden Aus- 
rdf} strichpraparate nach Fixierung in der Flamme mit der Nucleal- 
nd firbung gefaérbt und mit einer 1°/,igen alkoholischen Lichtgriin-SF- 
us Losung gegengefairbt. Die Objekttriger bleiben 1 Minute in der 
Be Lichtgrinlosung, werden mit Alkohol abgespiilt, zwischen Filtrier- 
en papier getrocknet und gleich eingedeckt. Je héher man mit den 
el spezifischen Gewichten kommt, desto mehr Kerne gehen mit dem 
le- Protoplasma nach oben. Das sind Kerne, die aus irgendeinem 
it. [} Grunde leichter sind als die Mehrzahl der Kerne oder in der Haupt- 
en sache solche, denen Protoplasmastiicke anhaften. Hat man auf 
en diese Weise die Kerne von dem gré8ten Teil der leichteren Par- 
a- tikelechen befreit, so werden jetzt erst die schwereren abgetrennt. 

_ Die Kerne werden in 100 cem Tetrachlorkohlenstoff-Benzol vom 
uf spezifischen Gewicht 1,390 suspendiert und mehrmals unter Ab- 
Mt. trennung der Bodensatze zentrifugiert. Die Bodensitze bestehen 
lt aus sich griin anfarbenden Partikelchen, aus braun gefirbten Teilen 
h- und aus vereinzelten Kernen. Die mehrmals zentrifugierte Sus- 
, pension wird nun durch Zusatz von Benzol schrittweise spezifisch 
n leichter gemacht (z. B. 1,388, 1,887) und zwischendurch immer 
5 wieder mehrmals zentrifugiert. Man senkt das spezifische Gewicht 
id so weit, daB die Mehrzahl der Kerne gerade noch in Suspension 
Ze bleibt. Sollten die so gewonnenen Kerne noch mit Protoplasma 
Cs verunreinigt sein, so werden sie noch mehrmals in der oben ge- 
S- schilderten Weise mit ansteigenden spezifischen Gewichten (z. B. 
1g 1,369, 1,870, 1,871) — also mit spezifischen Gewichten, bei denen 


e- die Kerne gerade zu Boden gehen — zentrifugiert. Zur Abtrennung 
M1 créberer Partikelchen, die durch das Eintrocknen von Suspensionen 


yn an den Wanden der Zentrifugengliser beim UmgieBen entstehen, 
in werden die Kerne in einer Suspension vom spezifischen Gewicht 
n 1,350 ganz kurz bei geringer Tourenzahl zentrifugiert, so da die 
s Kerne gerade noch in Suspension bleiben, waihrend die grdberen 
n § Partikelehen zu Boden gehen. SchlieBlich werden die Kerne aus 
der Kernsuspension zu Boden zentrifugiert, mehrmals an der 
3° Zentrifuge mit Benzol gewaschen und getrocknet. 

T Auf diese Weise erhalt man etwa 0,5 g eines schon sehr reinen 
Is Kernpraparates. Im mikroskopischen Bild eines Ausstriches sieht 


man in derHauptsache scharf konturierteKerne, Kernbruchstiicke, 
Kerne mit einem diinnen Saum von Protoplasma und vereinzelt 
h Protoplasmastiicke. 

Will man fiir analytische Zwecke die Reinigung noch weiter 
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treiben, so muB man die obere und untere Grenze der spezifischen 
Gewichte noch enger ziehen. Da es jetzt nur noch auf feine Unter- 
schiede der spezifischen Gewichte ankommt, macht sich die Er- 
wirmung der elektrischen Zentrifuge sehr st6rend bemerkbar. Es 
wird daher eine Wasserzentrifuge benutzt. Zentrifugiert wird 
2—4 Stunden. Um den Zentrifugiereffekt zu steigern, verteilt 
man die Suspensionen so auf die Glaser, dab diese nur bis zu einem 
Drittel gefillt sind. Hat man eine Wasserzentrifuge zur Ver- 
fiigung, die in 15 Minuten auslauft, so mischt sich beim Stillstehen 
das nach oben Gegangene nicht mit der Suspensionsfliissigkeit, 
wie es bei den schnell auslaufenden elektrischen Zentrifugen durch 
Wirbelbildung der Fall ist. Dieser Umstand erleichtert die Be- 
urteilung des Zentrifugiereffektes betrachtlich. 

Man gewinnt so 0,1—0,2 g sehr reine Kerne, die im mikroskopi- 
schen Priparat nur ganz vereinzelt Protoplasmaanteile aufweisen. 

6) Protoplasmagewinnung. Das bei der groben Trennung 
in Suspension Gebliebene wird mehrmals 1/, Stunde in Mischungen 
vom spezifischen Gewicht 1,305 zentrifugiert. Hierbei geht dic 
Hauptmenge des Protoplasmas zu Boden, wahrend rote Blut- 
kérperchen und zu fein gemahlenes Protoplasma in Suspension 
bleiben. Der Bodensatz, der in der Hauptsache aus Protoplasma 
besteht, aber auch viel grébere Protoplasmastiicke enthalt, die 
beim MahlprozeB nicht von allen anhaftenden Kernen und Kern- 
stiicken abgetrennt wurden, wird in einer Suspension vom spezi- 
fischen Gewicht 1,818 zentrifugiert. Hierdurch werden mit Kernen 
behaftete Protoplasmastiicke abgetrennt. Um _ die leichteren 
Erythrocyten und die schwereren kernhaltigen Protoplasmateile 
noch weiter abzutrennen, wird die Protoplasmafraktion mehrmals 
in Suspensionen von einem spezifischen Gewicht, bei dem das 
Protoplasma gerade zu Boden geht, und in Suspensionen von 
demjenigen spezifischen Gewicht, bei dem das Protoplasma gerade 
nach oben geht, in der bei den Kernen geschilderten Art zentri- 
fugiert. GréBere Protoplasmastiicke, die Kerne enthalten, kann 
man weiter dadurch abtrennen, da man die Protoplasmasuspension 
mehrmals bei geringer Tourenzahl kurz zentrifugiert, wobei das 
spezifische Gewicht so gewiéhlt wird, daB bei lingerem Zentri- 
fugieren siimtliche Teile zu Boden gehen wiirden. 

Zum SchluB muB noch betont werden, daB alle angegebenen 
spezifischen Gewichte nur als Anhaltspunkte dienen koénnen. Das 
Hauptgewicht bei der Trennung ist auf die histologische Unter- 
suchung der Fraktionen zu legen. Wegen der Erwaérmung der 


ff 
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Zentrifuge hangt die Wahl der geeigneten spezifischen Gewichte 
von der Art der Zentrifuge ab. Schwankungen der spezifischen 
Gewichte kénnen durch den verschiedenen Lipoidgehalt der Teil- 
chen hervorgerufen sein. Der Lipoidgehalt kann variieren nach 
der Zeit, wihrend der die Teilchen in Beriihrung mit den organischen 
Flissigkeiten waren, und nach der Menge der bei der Aufarbeitung 
benutzten Fliissigkeiten. Auch ist zu bedenken, daB das hygro- 
skopische Gewebspulver wihrend des Mahlens in trockenem Zu- 
stand verschiedene Mengen Wassers, je nach dem Grade der Luft- 
feuchtigkeit, aufnehmen kann, was wieder eine Verinderung des 
spezifischen Gewichts bewirken kann. 

Die anfallenden’ kernhaltigen Zwischenfraktionen koénnen 
nach weiterer Mahlung noch zur Kerndarstellung dienen. 

d) Einige Feststellungen an den isolierten Herz- 
muskelkernen. Die isolierten Herzmuskelkerne bilden im 
trockenen Zustand ein weifes Pulver, wahrend das Protoplasma- 
pulver eine leicht gelbliche Firbung zeigt. 

Das Kernpulver ist etwas hygroskopischer als das Proto- 
plasmapulver. Uber Phosphorpentoxyd getrocknete Kerne nahmen 
liber 30°/, Kalilauge 15°/, Wasser auf, Protoplasma unter den- 
selben Bedingungen nur 12,5°/5. 

Aschebestimmung: 

Kerne. Ein sehr reines Praparat, mit Ather-Chloroform getrennt; iiber 
P,O, getrocknet. 

3,942, 4,256 mg Subst.: 0,378, 0,409 mg Asche = 9,59, 9,61°/,. 

»Protoplasma‘. Uber P,O; getrocknet. 

182,683, 178,756 mg Subst.: 8,273, 8,022 mg Asche = 4,53, 4,49°/). 

Phosphorbestimmung (nach Embden): 

Kerne. Ein sehr reines Praparat, mit Ather—Chloroform getrennt; tiber 
P.O; getrocknet. 

16,51, 26,25 mg Subst.: 36,36, 57,80 mg Niederschlag = 2,47, 2,47°/, P. 

Ein sehr reines Praparat, mit Benzol—Tetrachlorkohlenstoff getrennt; 
iiber P,O; getrocknet. 

27,10, 24,17 mg Subst.: 60,87, 54,81 mg Niederschlag = 2,52, 2,54°/, P. 

Ein Praparat, das von einem Kalbsherzen stammt, das erst 4 Stunden 
nach dem Tode eingefroren wurde. Benzol—Tetrachlorkohlenstofftrennung ; 
liber P,O, getrocknet. 

27,61, 27,51 mg Subst.: 52,64, 51,30 mg Niederschlag = 2,14, 2,09°/, P. 

Diese Kerne haben also einen wesentlich geringeren P-Gehalt. 

»Protoplasma‘. Ein sehr reines Praparat, mit Ather—Chloroform 
getrennt; iiber P,O; getrocknet. 

33,82, 42,48 mg Subst.: 25,99, 32,12 mg Niederschlag = 0,861, 0,848°/, P. 

Ein mit Benzol—Tetrachlorkohlenstoff getrenntes Praparat; iiber P.O; 


getrocknet. 
78,64, 81,60 mg Subst.: 65,79, 68,77 mg Niederschlag = 0,938, 0,945°/, P. 
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Stickstoffbestimmung (Abderhalden-Fodor, Halbmikrobestim- 
mung): : 

Kerne. Ein reines Praparat, mit Ather—Chloroform getrennt; iiber P.O, 
getrocknet. 

95,6, 98,2 mg Subst.: 9,70, 9,82 ccm 0,1 n-Natronlauge = 14,2, 14,0°/, N. 

Kin Praparat mit Benzol—Tetrachlorkohlenstoff getrennt; iiber P,O, 
getrocknet. 

89,62, 88,52 mg Subst.: 9,11, 9,15 ccm 0,1 n-Natronlauge = 14,24, 
14,489/, N. 

»Protoplasma®“. Ein mit Benzol—Tetrachlorkohlenstoff getrenntes 
Praparat; iiber P,O, getrocknet. 

89,39, 91,07 mg Subst.: 8,75, 8,91 ccm 0,1 n-Natronlauge = 13,71, 

13,71°/, N. 

Aus dem Phosphorgehalt der Kerne (2,5°/,) berechnet sich 
unter der Annahme, daB der ganze Phosphor aus der Thymo- 
nucleinséiure stammt, der Thymonucleinséuregehalt der Kerne zu 
etwa 80°/,. Ackermann?) berechnet den Nucleinsiuregehalt der 
auf nassem Wege gewonnenen Kerne des Hiihnerblutes auf etwa 
42°/,; Steudel?) berechnet den Nucleinséuregehalt von Lachs- 
spermienképfen auf etwa 78°/,. Diese Zahlen sind aber nicht ver- 
gleichbar, denn einmal sind die EiweiSkomponenten von Spermien- 
képfen und den Kernen kernhaltiger roter Blutkérper verschieden 
(Protamin bzw. Histon), wahrend iiber die EiweiBkomponente von 
Kernen komplexer Gewebe naturgemaf nichts bekannt ist, weil 
sie bisher nicht darstellbar waren, dann aber ist der P-Gehalt der 
Kerne alterer Autoren auch sicher deshalb héher, weil bei deren 
Darstellung durch das waBrige Milieu andere Stoffe extrahiert 
worden sind. 

Die Kerne zeigen im Reagensglasversuch eine stark positive 
Katalasereaktion mit Guajakharz und Benzidin. Die gleichen 
Reaktionen fallen bei dem ,,Protoplasma‘‘ kaum feststellbar oder 
negativ aus. Beim Erwaérmen mit Hisessig farben sich die Kerne 
rot (1/.—1 Stunde in siedendem Wasserbad). Das Protoplasma 
zeigt diese Reaktion nicht. Erwarmt man verschiedene Organe mit 
Kisessig, so farben sich nur die rot, die einen ausgesprochen hohen 
Kerngehalt aufweisen, wie z. B. der Thymus. Es stellte sich heraus, 
da8 Thymonucleinsiure dieselbe Reaktion gibt. Pentosehaltige 
Nucleinsiuren geben diese Reaktion nicht. Nach allem handelt es 
sich also um eine fiir Thymonucleinsiure spezifische Reaktion. 


Der I. G. Farbenindustrie, die meine Untersuchungen unter- 
stiitzt, bin ich zu gr6Btem Dank verpflichtet. 


1) Diese Z. 48, 299 (1904/5). 2) Diese Z. 88, 72 (1913). 











































Zur Bildung der Betaine und der Alkaloide in der Pflanze. 
I. Die Bildung von Stachydrin und Trigonellin. 


) 
4, Von 
™ G. Klein und H. Linser. 
Mit 1 Figur im Text. 

|, woes 

(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a. Rh.) 
oh (Der Redaktion zugegangen am 22. Mai 1932.) 
O- - 
” Einleitung. 
er : : — : oe 
a Bei dem vielseitigen Interesse, das gerade die Alkaloide immer 
‘. in der Chemie gefunden haben, wurden an Hand von rein chemischen 
, Krwagungen und zahlreichen Modellversuchen, die in letzter Zeit 
i, in den Reaktionsbedingungen immer mehr an biologische Verhilt- 
* nisse angepaBt wurden (Schoépf), zahlreiche instruktive Hypo- 


thesen iiber die Biogenese der Alkaloide entwiekelt (vgl. besonders 
Robinson und Trier).1) Experimentelle Untersuchungen 
an der Pflanze liegen bis jetzt nicht vor. Voraussetzung 
lnerfir snd vom analytischen Standpunkt quantitative Mikro- 
" oder doch Halbmikromethoden, die geniigend exakt sind, um an 
T'cilen ein und derselben Pflanze, zumindest aber an Einzelpflanzen 
in aufeinanderfolgenden Zeitabschnitten Verschiebungen des Alka- 
loidgehaltes um einige Prozent zu erfassen, aber auch geniigend 
einfach und schnell, um Serien von Bestimmungen neben- und 
hintereinander aufzuarbeiten; vom biochemischen Standpunkt 
die Kenntnis der Verbreitung eines Stoffes im Pflanzenreich, der 
’ Verteilung in der Pflanze, der Zu- und Abnahme des Stoffes in den 
einzelnen Organen wihrend einer Vegetationsperiode, also von der 
Keimung bis zur Samenbildung. 

Im Sinne der Annahme, daB die Alkaloide im Rahmen der 
KiweiBabbauvorginge von ailgemein vorkommenden stickstoff- 
haltigen Bausteinen, meist Aminosiuren, als Produkte eines Neben- 
geleises, vielfach iiber komplizierte Synthesen sich bilden, war es 
naheliegend, mit einfacheren, alkaloidartigen Kérpern zu beginnen. 
So kénnen die Betaine als die ,,primitivsten Bausteine der Alkaloid- 
hildung‘‘ in Pflanzen bezeichnet werden, da sie nur durch voll- 
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standige Methylierung von bekannten Aminosauren entstehen sollen. 
Wir bringen im folgenden die ersten Ergebnisse tiber die Bildung 
der heterocyclischen Betaine Stachydrin und Trigonellin. 
Gleichlaufende Versuche iiber die biologischen Wege der Entstehung 
von Nicotin, Echinopsin und Galegin sind im Gange. Uber Ver- 
breitung und Verteilung der Betaine in der Pflanze haben wir uns 
erst mit mikrochemischen Methoden einen Uberblick verschafft?), 
wobei neue Vorkommen von Stachydrin und besonders zahlreich 
von Trigonellin aufgefunden wurden. Uber die quantitative Mikro- 
methode zur Bestimmung der beiden Korper wird an anderer 
Stelle berichtet. : 

Genetisch ist die Entstehung des Stachydrins aus der 
g-Pyrrolidinearbonsiure, der allgemein im Ejiweif vorhandenen 
Aminosiure Prolin, durch Methylierung, analog dem chemischen 
Weg, sehr naheliegend. 

Dahinter erhebt sich die weitere, schon von Trier erérterte 
Frage, ob andere Aminosiiuren, speziell Glutaminsaéure und Ornithin, 
von der Pflanze zum Stachydrinaufbau verwendet werden kénnen. 
Diese Frage ist gleichzeitig die nach der Entstehung des Prolins 
selbst. Sie verliefe nach folgenden Reaktionen: 


H,C——CH, H,C———CH, H,C——CH, afm, 








i > | >| | > | | 
HOOG —CH-COOH OC. /CH-COOH H.C. CH-COOH H,0C\ CH: C0 
NH, (— H,O) NH (+ 4H) NH (— H,0) N——- 0 
Glutaminséure Pyrrolidoncarbon- Pyrrolidincarbon- H a “og 
saiure saure (Prolin) y — 
; ; Stachydrin 
(im chemischen Modellversuch realisiert) 
| 
CH, CH, CH, 
H,C~ “CH-NH, H,C~ “CHOH H,C~ “CH, 
Arginin —-> —-> | | —--> | i 
H,C._ ‘COOH H,C. COOH H.C. COOH 
NH, oo H,0) NH, (— NHs) (+ H,) NH, ( - H,0) 
Ornithin a-Oxy-d-amino- 6-Aminovalerian- 
valeriansaure saure.*) 


Fir das Trigonellin, das den spezifischen Alkaloiden am 
niichsten stehende Betain, ist aus chemischen und _ genetischen 
Griinden seine Entstehung aus der Nicotinsiure, der Pyridin- 
f-carbonsiiure, durch Methylierung am nichstliegenden (Formel- 
bilder vgl. unten). 


*) Durch Neuberg®) und Ackermann’) als Faulnisprodukte des Prolins 
und Arginins bekannt. 
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Fiir diese Genese spricht einiges: Die beiden Stoffe sind die 










































nN). . . . waa . . 
no einzigen einfachen Pyridinkérper in der Pflanze. Hunde scheiden, 
, mit Nicotinséure gefiittert, diese (zum Teil) als Trigonellin aus.*) 
no Der Tierorganismus fiihrt also die angenommene Methylierung 
my durch. Zu dem schon bekannten Vorkommen von freier Nicotin- 
lan sfiure 1m Reis*) wurde von uns”) in ein und derselben Pflanze 
2) Trigonellin gefunden. Aber bei Richtigkeit dieser Annahme ist 
ch weiter zu erwigen, daB die Nicotinsiure sicher kein EiweiBbaustein 
bi ist, sicher nicht direkt bei der KiweiBdissimilation entsteht, sondern 
_ aus solechen Korpern erst abgeleitet zu denken ist. 
Fir die Ableitung der Base Trigonellin aus einer Aminosiure 
ler kommt wohl nur das Prolin in Frage, aus dem das T'rigonellin durch 
en den synthetischen ProzeB einer Ringerweiterung entstehen kann: 
en CH, CH, 
Pi Pi 
te | —> “| | ———> | 0 —— 
n. [¢  CH-COOH H,C COOH OH H.C CH | 
aa i, + HCY “igual | 
n. NH NH, No NH | 
ns Prolin 6-Amino- Kondensation mit Ameisensaiure 
valerianséiure 
7 “ ’ * 6h 
‘H) CH CH CH, 
CO , i AN , i 
( HC C-COOH HC C-C=O H,C C-COOH 
| | a | | | | 
HC CH HC CH | H.C CH 
all XYZ ~<a 
n N +CH,OH N-———O (+H,0) NH 
Nicotinséure | 
CH, 
Trigonellin 


Hierzu erscheint sowohl der Formaldehyd wie sein Dismu- 
OH tationsprodukt Ameisenséure geeignet, wahrend der andere Partner 
der Cannizzaroschen Reaktion, der Methylalkohol, als das unter 
Wasseraustritt methylierende Agens betrachtet werden kann. 

Der analoge Weg von der Glutaminsiure und dem Ornithin 
1 ergibt sich aus dem friiher Gesagten. 

Nach dhnlichen Gedankengingen ist mit Trier die Ent- 
stehung von Nicotin aus nur einer Aminosadure, dem Prolin, 
vorstellbar, wobei Prolin und die daraus entstandene Nicotinsiure 
unter Decarboxylierung zusammentreten und im Gegensatz zu den 
Trimethylammoniumbasen, den Betainen, die fiir die Alkaloide 
normale Methylierung zu bloB tertiiren Stickstoffatomen erfolgt. 


1S 
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( Nicotinséurerest) («-Prolinrest) 
MM  ——- i 
H,C——_-CH, 
Own ' 
CH Y H, 
cys 
‘er | 
N CH, 
Nicotin 


Zum Studium der Entstehung eines Betains aus der an- 
genommenen Aminosiéure sind nun prinzipiell zwei Wege mdglich. 
Entweder die quantitative Verfolgung beider Koérper im Normal- 
ablauf des Stoffwechsels in der Pflanze, bzw. unter Extrem- 


bedingungen, oder die kiinstliche Fiitterung mit der Aminosiure 


und die Bestimmung der eventuellen, prozentuellen Zunahme des 
Betains. Der erste Weg ist schon methodisch kaum gangbar, da 
er vergleichende Bestimmungen beider Korper in aufeinander- 
folgenden Zeitabschnitten am gleichen Individuum voraussetzt und 
iiuBerst feine Methoden beansprucht, um die geringfiigigen Ver- 
schiebungen zu erfassen, abgesehen davon, daB die eventuellen 
geringfiigigen Verschiebungen wohl im Fehlerbereich legen und in 
Anbetracht von Veranderungen der Korper in anderen Stoffwechsel- 
zusammenhiingen eine SchluBfolgerung kaum zulassen. Dagegen 
erscheint die Fiutterungsmethode sehr brauchbar, wenn groBere 
Mengen Ausgangsstoff zugefiihrt werden kénnen und deshalb auc 
gréBere Ausschlage am Endprodukt zu erwarten sind, vorausgesetzt, 
daB die Umwandlung, wie angenommen, verliuft. 

Eine Fiitterung von Aminosiuren aus der Nahrlésung durch: 
die Wurzel (die ohne Stoérungen durch Mikroorganismen in steriler 
Kultur méglich ist), kommt nicht in Frage, da gerade Aminosiuren 
relativ langsam aufgenommen und schon durch die Wurzeln assi- 
miliert oder hauptsichlich durch oxydative Desaminierung zerstor' 
werden. 

Bleibt also nur die Aufsaugung der Aminoséuren mit der Nahr- 
lésung durch die Schnittfliche von abgeschnittenen Sprossen, 
bzw. die Aufsaugung unter vermindertem Druck, wie sie schon 
fiir ahnliche Fitterungsversuche benutzt wurde [| Bjérksten§)|. 

Als eleganteste Methode mit héchster Ausbeute er- 
wies sich die Injektion in hohle Stengel. Die Lésung 
wird von den an den Hohlraum grenzenden lebenden Markzellen 
relativ schnell in einigen Tagen aufgesaugt und kann beliebig oft 
nachgefiillt werden. Diese Methode gestattet, mit vodllig intakten, 
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in Erde wurzelnden Stémmen zu arbeiten. Die Injektion wird so 
durchgefiihrt*), daB in den Stengel oberhalb eines Blattknotens 
und unterhalb des niéchst hdheren eingestochen, die Fliissigkeit 
durch die untere Einstichstelle eingespritzt wird, bis sie durch die 
obere Offnung herausdringt und dann beide Stichstellen mit Baum- 
wachs verklebt werden. Auf diese Art ist genau bekannt, wieviel 
des betreffenden Stoffes der Pflanze im ganzen einverleibt wurde; 
geboten wurden im allgemeinen 0,1—0,2°/, Lésungen der neutrali- 
sierten Aminoséuren bzw. ihrer Verbindungen. Gefiittert wurden 4, 
als unmittelbar in Betracht kommende Vorstufen fiir die beiden 
setaine, Prolin, Ornithindichlorhydrat, glutaminsaures Natrium und 
nicotinsaures Natrium. Als spezifisches Agens zur Methylierung 
und Ringerweiterung wurde zum erstenmal Formaldehyd, nicht als 
soleher, sondern gewissermaBen in statu nascendi als Hexamethylen- 
tetramin geboten, das bekanntlich bei schwach saurer Reaktion 
(wie sie fiir den Zellsaft oft charakteristisch ist) Formaldehyd ab- 
spaltet. 

Die Fiitterungsversuche mit der Nicotinsiure konnten noch 
nicht aufgearbeitet und ausgewertet werden, da eine scharfe und 
eindeutige Trennungsméglichkeit fiir Nicotinsiure und Trigonellin 
noch nicht fertig ausgearbeitet ist, im hier beschriebenen Be- 
stimmungsgang also die gebotene Nicotinsiure mit dem gesuchten 
Trigonellin zusammen bestimmt wiirde. 

Als Kontrollen wurden Ammonnitrat, Glykokoll, Alanin, Aspa- 
raginséure, Asparagin und Tyrosin gefiittert. Diese Versuche sollten 
zeigen, daB anorganische oder organische Stickstoffiitterung allein 
keine oder keine derartigen Betainsteigerungen bedingt, wie die 
als spezifische Ausgangsstoffe betrachteten. Im folgenden werden 
also nur ausgewahlte Versuchsergebnisse mit Prolin, Glutaminsiéure 
und Ornithin gegeben, tiber alle anderen Ergebnisse wird spiter 
zusammenfassend_ berichtet. 


*) In ahnlicher Weise hat schon A. F. Wilhelm’) zum Studium der 
Chromogenbildung am Mark der hohlen Stengel von Vicia Faba verfahren, 
nur daB er am Internodium oben so lange Fliissigkeit einfiihrte, bis sie an der 
unteren Stichstelle austrat. Er stellte dabei fest, daB schon innerhalb 
24 Stunden eine Einwirkung vom Mark in die tieferen Schichten des Stengels 
erfolgte, und in den an die Markhéhle angrenzenden Zellen nach 3 Tagen ver- 
starktes Wachstum auftrat, so daB die neugebildeten Zellen direkt in die 
Markhéhle und die dort eingebrachte Fliissigkeit hineinwuchsen, und sie nach 
S—10 Tagen vollstandig ausfillten. Man hat also mit dieser Injektions- 
methede die Méglichkeit, nicht nur gréBere Stoffmengen in die intakte Pflanze 
einzufiihren, sondern sie durch neugebildetes Gewebe aktiv aufsaugen zu lassen. 
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Methoden. 


a) Bestimmung von Stachydrin und Trigonellin. Stachydrin und 
Trigonellin geben mit Kaliumwismutjodidlésungen krystallinische Fallungen, 
die nach Klein, Krisch, Pollauf und Soos unter dem Mikroskop bis 
in Verdiinnungen von 1: 20000 zu beobachten sind, und auf Grund ihrer 
charakteristischen Krystallformen eine Unterscheidung der beiden genannten 
Betaine voneinander und eine annahernde Abschitzung von Mengen zulassen. 

Die quantitative Bestimmung wurde so durchgefiihrt, daf 
die Betaine mit verdiinnter Salzsiure extrahiert und die gereinigten 
und eingeengten Extrakte mit Kaliumwismutjodid gefallt wurden. 
Die Fallung wurde isoliert und sofort, ohne vorhergehende Trock- 
nung, der Gehalt des Reaktionsproduktes an Wismut bestimmt, 
indem das Wismut mit erprobter Apparatur aus der Verbindung 
wieder abgespalten, in Kaliumwismutjodid umgewandelt und dieses 
im Pulfrichschen Stufenphotometer colorimetriert wurde. Die 
Analyse gereinigter und bei 100° getrockneter Reaktionsprodukte 
von Stachydrin baw. Trigonellin mit Kaliumwismutjodid ergab, 
da sich Stachydrin und Trigonellin in den Fallungsprodukten, 
bezogen auf gleiche Mengen Wismut, verhalten wie 1,42 zu 1,82. 
Diese Zahlen haben sich uns in spiiter beschriebenen Kontroll- 
bestimmungen mit reinem Trigonellin und anniéhernd reinem 
Stachydrin bestatigt. Die gefundenen Wismutzahlen sind in den 
Versuchsprotokollen angefihrt. 

Die Bestimmungen aus dem pflanzlichen Ausgangsmaterial wurden in 
der Regel 2mal parallel durchgefiihrt und die Mittelwerte zur Beurteilung 
der Ergebnisse herangezogen. Aus einer groBen Reihe solcher Parallel- 
bestimmungen ergab sich eine mittlere quadratische Abweichung von rund 
8°/, (= +4°/,). Mit diesem Fehler ist also bei Bestimmungen aus dem 
Pflanzenmaterial zu rechnen, weshalb Abweichungen von 4°/, vom Mittelwert 
nicht in das Versuchsergebnis einbezogen werden kénnen (durch die Parallel- 
bestimmung wurde wohl der maximale, kaum aber der mittlere Fehler be- 
deutend vermindert). Bei der Auswertung unserer Versuche wurden jedoch, 
um vollig sicher zu gehen, alle jene Abweichungen nicht beriicksichtigt, die 
innerhalb eines Intervalles von 20 °/, um den Mittelwert lagen. Somit wurde 
Steigerungen oder Senkungen des Gehaltes zwischen 0,90fach und 1,10fach 
keine Bedeutung beigemessen, und die Abweichung als méglicher Fehler nicht 
zur Beurteilung des Versuchsergebnisses herangezogen. 


b) Kontrollversuche. Da bei den Fitterungsversuchen 
Aminosiiuren, wie Prolin, Ornithin, Glutaminsaure usw. in betracht- 
licher Menge zugefiihrt wurden, war zu iiberpriifen, ob die Be- 
stimmung der Betaine durch diese Kérper beeinfluBt wurde. Bei 
Durchfiihrung des gesamten Aufarbeitungsganges mit diesen 
Kérpern wurde iiberhaupt kein Wismutwert gefunden, so daB die 
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stoffe keine Fehlerquelle bei der Bestimmung der zu erwartenden 
Endprodukte darstellen. 

c) BezugsgréBen. Als BezugsgréBe fiir den Vergleich ge- 
‘fiitterter und ungefiitterter Pflanzen kam hier nur das Trocken- 
sewicht in Frage. Das Frischgewicht kam, da durch die Fiitterung 
schwankungen im Wassergehalt auftraten, nicht in Betracht; 
larauf wird an anderer Stelle ausfiihrlich eingegangen. Es geniigt, 
hier zu betonen, daB auf Grund von entsprechenden kritischen 
Uberpriifungen eine scheinbare Steigerung des Betaingehaltes und 
damit eine Verschiebung der tatsiéchlichen Verhialtnisse nicht in 
Frage kommt. Ubrigens traten solche Verschiebungen im Wasser- 
sehalt nur bei abgeschnittenen Pflanzen, nicht aber bei intakten, 
mit Injektionen behandelten auf. Da infolge der relativ groBen 
Mengen Aminosauren, die auf diesem Wege den Pflanzen zugefiihrt 
werden konnten, die Ausschliige in Form von Zunahme an Betain 
am groBten waren, wurden bei der hier gebotenen Versuchsauswahl, 
hauptsachlich Injektionsversuche an bewurzelten, unversehrten 
Pflanzen bericksichtigt. 

Der Gehalt an Stachydrin bzw. Trigonellin wird also in den 
Versuchsprotokollen in Milligrammprozenten des Trockengewichtes 
angegeben und aus den Differenzen zwischen diesen Werten fiir Ver- 
suchs- und Kontrollpflanzen die prozentuelle Steigerung des Betain- 
gehaltes errechnet. Da aber die einzelnen Organe sehr verschiedenen 
Gehalt aufwiesen, und da nicht iiberall (nicht bei allen Pflanzen) be- 
sondere und konstante Verhaltnisse der Gewichtsanteile der einzelnen 
Organe am Gesamtgewicht der Pflanze vorhanden sind, so wurden 
die erhaltenen Zahlen auch so umgerechnet, da sie sich schlieBlich 
auf Gesamtpflanzen von je 100 ¢ Trockengewicht bezogen, wobei die 
Gewichtsverhaltnisse der einzelnen Organe fiir jede Pflanze beson- 
ders beriicksichtigt wurden. Die Ergebnisse dieser Umrechnung sind 
haiufig als Beispiele dem Versuchsprotokoll in Form einer zweiten 
Tabelle beigegeben. Aus den so erhaltenen Zahlen ergibt sich dann 
auch die durchschnittliche Steigerung des Betaingehaltes in der ge- 
samten Pflanze, einerseits in Prozenten des Gesamtgehaltes der 
Kontrolle, andererseits in Milligrammen pro je 100 g Gesamtpflanze 
(Troekengewicht) ausgedriickt. Diese verschiedenen, alles be- 
ricksichtigenden GréBen geben ein exaktes, von anderen 
Phainomenen unbeeinfluBtes, titbersichtliches Bild iber 
die Verschiebung der Betainwerte in der Pflanze. 

d) Die Versuchspflanzen. Fiir die Stachydrinversuche 
konnten die typischen Stachydrinpflanzen herangezogen werden, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIX. 6 
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Stoffe keine Fehlerquelle bei der Bestimmung der zu erwartenden 
Endprodukte darstellen. 

ind c) BezugsgréBen. Als BezugsgréBe fiir den Vergleich ge- 
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da sie mit ihren hohlen Stengeln auch zu Injektionsversuchen ge- 
eignet waren. Es wurden Stachysarten und Galeopsis ochroleuca 
verwendet. Zu den Trigonellinversuchen wurden neben Trigonella 
foenum graecum und Trigonella coerulea hauptsachlich verschiedene 
Dahlien benutzt, die infolge ihrer auBerordentlich groBen Hohl- 
riume in den Stengeln fiir Injektion von Flissigkeiten besonders 
geeignet sind und fir die ja ebenfalls schon seit langem das Tri- 
gonellin als Bestandteil bekannt ist. Gelegentlich wurden auch 
einige andere Pflanzen, deren Betaingehalt qualitativ bekannt war, 
fur Versuche verwendet. 


Versuchsreihen. Die Versuche gliedern sich im ganzen in 
5 grobe Gruppen: 

Die natirlichen Verhialtnisse beim Keimen von Samen und 

2. die natirlichen Verhaltnisse beim Treiben von melr- 

jahrigen Pflanzen im Frihjahr. 
3. Die zu dieser Zeit auftretenden Betainverschiebungen nach 
Fitterung. 

4. Die unter natiirlichen Bedingungen im Sommer und 
Herbst auftretenden Betainverschiebungen. 

5. Die zu dieser Zeit auftretende Betainzunahme nach 
Fiutterung. 

I. Das Trigonellin im Verlauf der Keimung. Es wurden Samen von 
Trigonella foenum graecum 12 Stunden in Wasser eingequollen und dann in 
Erde ausgelegt und an bestimmten Tagen je 100 Stiick davon zur Trigonellin- 
bestimmung aufgearbeitet. Neben griinen, normal belichteten Keimlingc: 
wurden auch etiolierte, in absolutem Dunkel gehaltene Keimlinge untersucht. 
Die Resultate der Bestimmungen sind in der folgenden Figur gegeben, in der 
auf der Ordinate die Zahl der in je einer Pflanze enthaltenen Milligramm 
Trigonellin und auf der Abszisse die Tage nach dem Einquellen aufgetragen sind. 

Der erste Wert, am 0. Tag, ist hoher als jener am 1. Tag. 
Dies diirfte der Hauptsache nach darauf zuriickzufiihren sein, dai 
waihrend der Quellung eine ziemlich groBe Menge an Trigonellin 
in das Quellwasser tibergeht. Das Trigonellin laBt sich daraus 
wieder bestimmen. Ks ergibt sich, dafi mehrere Gamma Trigonellin 
pro Samen abgegeben werden. Vergleicht man dies mit den Werten 
unserer Abbildung, so findet man gute Ubereinstimmung dieses 
angegebenen Wertes mit dem Abfall der Trigonellinkurve, der 
ebenfalls mehrere Gamma betraigt. In den griinen Keimlingen 
steigt nun die Menge des Trigonellins schwach an, sinkt aber nach 
dem 4. Tage bald wieder schwach ab. Erst nach dem 15. Tag wird 
wieder Trigonellin gebildet. Vo6llig anders verhalten sich «ie 
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Sie machen zwar, ebenso wie die griinen, 


etiolierten Keimlinge. 
einen voriibergehenden Anstieg (3. Tag) und darauffolgenden Abfall 
mit (4. Tag), vermehren aber dann ihre Trigonellinmenge erheblich, 
<0 daB sie am 10. oder 11. Tag ihr Maximum erreicht mit etwa dem 
doppelten Gehalt der griinen Keimlinge. Vom 11. Tag an fallt die 
Kurve endgiltig bis zum Absterben der Keimlinge ab. 
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Es ergibt sich somit, daB die etiolierten Keimlinge insgesamt 
im Verlauf der Keimungsperiode mehr Trigonellin bilden als die 
grinen Keimlinge. Da Etiolierung extrem einseitigen Abbau be- 
deutet, spricht die dabei stattfindende Trigonellinzunahme dafiir, 
daB das Betain beim Abbau von Eiweif entsteht, die spitere 
Abnahme dafiir, daB das neugebildete Betain trotz dieser Extrem- 
bedingungen auch wieder abgebaut wird, wenn sie lingere Zeit 
anhalten. 


II. Das Verhalten des Trigonellins im Verlauf des Treibens. 


Dahlia variabilis. 








Datum mg-°/) in Wert in °/, des Wertes vom 24. XII. 
der Probe SproB | Knollle SproB Knolle 
24. XII. 246 96,6 100 100 

1. im 38,4 32,2 16 33 

9. IT. 36,5 64,5 16 67 





Es ist also der Trigonellingehalt von Dahlia variabilis beim 
kiinstlichen Treiben im Laufe der Monate Dezember und Januar in 
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den Pflanzen gefallen. Dasselbe wurde, wie die Fiitterungsversuchic 
im Kapitel III zeigen, auch beim normalen Treiben im Friihjahr 
festgestellt. Es nimmt somit unter natiirlichen Verhaltnissen bein 
Treiben der Trigonellingehalt ab, es wird das ,,Endprodukt Trigo- 
nellin®“ z. T. wieder verbraucht. Parallel dem gleichen Verhalten bei 
der Keimung trigonellinhaltiger Samen (wo im griinen, wachsenden 
Keimling der absolute Trigonellingehalt ab-, im etiolierten, dissimi- 
latorisch tiatigen aber zunimmt), ist die Annahme berechtigt, daf 
dieses verschwindende Trigonellin wieder irgendwie in den aui- 
bauenden Stickstoffwechsel einbezogen wird. Dasselbe wurde in 
den nun folgenden Fiitterungsversuchen an jungen austreiben- 
den Pflanzen festgestellt. 

III. Fiitterungsversuche beim Treiben im Frihjahr. Auf Grund 
der unter II. festgestellten Ergebnisse wurden dabei zweierlei 
Kontrollen aufgestellt: einerseits véllig unbehandelte Pflanzen, 
und andererseits mit reinem, destilliertem Wasser ebenso wie 
die Versuchspflanzen injizierte Pflanzen. Dabei ergab sich nach 
einer Versuchsdauer von 40 Tagen, daB die mit destilliertem 
Wasser gespritzten Pflanzen gegeniiber den gleichzeitig aufgearbei- 
teten unbehandelten Pflanzen einen viel geringeren Tri- 
gonellingehalt aufwiesen. Es enthielten: Die Stengel der un- 
behandelten Pflanzen am 12. I. im Durchschnitt 194 mg-°,, 
Trigonellin, die mit Wasser behandelten ebenso 118,5 in den 
Stengeln, mithin nur 61°/, der vdéllig unbehandelten Pflanzen. 
Spritzen mit destilliertem Wasser senkt also den Trigonellin- 
gehalt. Vergleicht man die Werte der mit Wasser behandelten 
Pflanzen mit den Werten, die die Versuchspflanzen vor Beginn 
des Versuches ergaben, so zeigt sich ein Gleichbleiben des Tri- 
gonellingehaltes in den Knollen (31,8 mg-°/) vorher, 31,7 mg-°,, 
nachher) und ein Anstieg in den Sprossen (59,1 mg-°/, vorher, 
137 mg-°/, nachher). Diese Beobachtung macht sich in den Ver- 
suchsergebnissen geltend. In den folgenden Versuchen, von denen 
hier nur Mittelwerte aus je mehreren Einzeluntersuchungen gegeben 
werden, betrug die Versuchsdauer 40 Tage. Die Pflanzen wurden 
normal im Lichte gehalten. 

Injektion von Glykokoll erniedrigt den Trigonellinwert sogar 
noch unter den, der bei Injektion von Wasser erhalten wird. Daraus 
geht hervor, daB die in den iibrigen Versuchen beobachtete Steige- 
rung des Trigonellingehaltes nicht durch jede beliebige Amino- 
siiure (oder N-Quelle) bewirkt wird, sondern daB es sich vielmeli 
um eine spezifische Wirkung verschiedener, besonderer Amino- 


— Mm b 








uche 
jahr 
el 
"1g0- 
1 bei 
iden 
1mi- 
dab 
aui- 
> 1n 
en- 


und 
rel 
Zen, 
Wie 
ach 
fem 
bel- 
'Y1- 
un- 


9), 
len 





Zur Bildung der Betaine und der Alkaloide in der Pflanze. 


Dahlia variabilis. 





So 








Bezeichnung 


S 120 hell 
S 124 hell 
S 121 hell 
S 122 hell 





siuren handelt. 


Gefiittert mit 


nicht gespritzt 
Wasser _,, 
Prolin ‘ 
Glykokoll ,, 





Trigonellingehalt 
mg-°/o 


SproB | Knolle 


194,5 109,8 
137,0 55,2 
127,7 94,8 
104,0 60,5 


Trigonellingehalt 
in °/, d. Kontrolle 


SproB = Knolle 





158,3 
100,0 
116,0 

85,6 





Mit den bisherigen Ergebnissen stimmen die 
folgenden itiberein. 


Dahlia variabilis. 









































Steigerung Wert in °/, Wert 
iy der Anfangs- , 
: . gegeniiber i der Kontrolle 
Ne. Gefiittert mg . werte vor oo 
Kontrolle | Fitterung in "10 
SproB | Knolle |SproB Knolle] Spro8 Knolle 
401 Kontrolle — 1.00fach! 1,00fach} 16 | 33 16 | 33 
402 | Prolin . 50,5 | 1,05 2,06 16 69 16 | 33 
403 | Prolin . 25,0 | 1,27 1,03 20,5 | 67 16 67 
- | Prolin mit 213 - “1 * . ‘ 
405 Urotropin 42,5 2,17 2,35 34,5 | 78 16 33 
. | Prolin 140 | ee 2e : 
406 Urotropin 28,0 2,68 | 1,20 42,6 | 40 16 33 
407 | Ornithin . 120 [4,90 — 1,25 7 415 | 16 | 33 
408 | Ornithin . 190 | 1,23 0,23 19,6 | 15,3 16 67 
409 | Glutaminsaure 98 1,72 1,16 27,4 | 39 16 33 
410 | Glutaminsaure 80 | 2,16 1,63 34 53,5 16 | 33 
411 | Glutaminsaure 37,5 | 3,25 | 0,98 52 65,5 16 67 
Im Mittel ergibt sich als Steigerung nach Fiitterung ver- 


schiedener Produkte Folgendes. 








Prolin . 


Ornithin . 


Gefiittert a" — = 
SproB | Knolle 
ae 116 | 1,05 
Prolin mit Urotropin 2,43 | 1,77 
3,07 0,74 
(lutaminsaure 1,94 | 1,39 








Mittlere Steigerung 
SproB und Knolle 


Maximale Steigerung hat somit Prolin zusammen mit Uro- 
tropin ergeben. Starke Steigerung erfolgte nach Gabe von Orni- 
thin und Glutaminsdure. Prolin allein zeigt wohl eine Steigerung, 


jedoch nur in geringem MaBe. 
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Die nach der Fiitterung erhaltenen Werte sind alle auf die, 
zum selben Zeitpunkt wie die Versuchspflanzen geernteten Kontroll- 
pflanzen berechnet. Bezieht man aber nicht auf diese, sondern 
auf die Werte vor-Beginn der Versuche, so findet man keine 
Steigerung des Trigonellingehaltes, sondern vielmehr eine Ver- 
minderung der Trockengewichtsprozente. Gleichzeitig mit den 
bisher beschriebenen Versuchen wurde ein weiterer vorgenommen, 
und zwar wie folgt: Ein Stock von Dahlia variabilis (Carl Sal- 
bach), der noch nicht ausgetrieben hatte und viele junge Triebe 
erkennen lieB, wurde zerteilt, so daB zu je einer Knolle immer je 
ein Trieb vorhanden war. Nun wurden die einzelnen Teile aus- 
getrieben und durch Injektion gefiittert. Als Kontrollen dienten in 
gleicher Weise, aber mit reinem destilliertem Wasser behandelte 
Pflanzen, die gleichzeitig mit den Versuchspflanzen aufgearbeitet 
wurden. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten. 


Dahlia variabilis. 























Steigerung des Trigonellingehaltes 
Nr. Gefiittert mit mg auf das x-fache in 
SproB Knolle 
412 Kontrolle -- ao | _- 
ey 92,5 2,60 | 2,36 
Prolin mit 265 9 
=" Urotropin 53,0 3,92 2,50 
415 | Ornithin ....... 120 1,99 3,53 
416 | Ornithin ....... 50 1,87 2,63 
417 | Glutaminséiure .... 40 1,85 3,77 


Im Mittel betragt also die Steigerung bei Prolin 148°), 
bei Prolin mit Urotropin 221°/,, bei Ornithin 150°/, und bei 
Glutaminséure 181°/,. . 

Wieder hat Prolin die geringste Steigerung verursacht, die 
stirkste Steigerung dagegen im Beisein von Urotropin. Auch 
in diesem Versuch sind simtliche Werte gegeniitber den Werten vor 
Beginn des Versuches stark erniedrigt, es gilt also hier alles fiir den 
letzten Versuch Gesagte. Es sei nochmals darauf hingewiesen, dab 
auch wiihrend der Keimung der Trigonellingehalt der Keimlinge 
absinkt, wie oben festgestellt werden konnte. 

Man sieht aus den Ergebnissen, daB die Fiitterung von Prolin 
u. a. Aminoséuren den Trigonellingehalt (ausgedriickt in Prozenten 
des Trockengewichtes) nicht erhéht, sondern nur das Absinken der 
Werte verhindert oder verzégert hat. Dabei ist freilich zu beriick- 
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sichtigen, daB die Pflanzen sich wahrend der Versuchsdauer in 
stetem Wachstum befanden, durch das die Abnahme der Trocken- 
cewichtsprozente erklart werden kénnte, wodurch dann doch eine 
Erklaérung der Steigerung durch Prolin usw. als absolute Trigonellin- 
vermehrung mdglich erschiene. Diese Abnahme der ‘T'rocken- 
cewichtsprozentwerte fiir Trigonellin mu8B aber in den oben an- 
ceftihrten Werten der Kontrollpflanzen ebenso zum Ausdruck 
kommen wie in den Versuchspflanzen, was sie auch tut. Es bliebe 
offen zu entscheiden, ob diese Abnahme allein dem Wachstum und 
der Trockengewichtsvermehrung bei gleichbleibender Trigonellin- 
menge, oder aber einer tatsichlichen Verminderung des Gesamt- 
trigonellins zuzuschreiben ist. Die erhaltenen Werte sind jedenfalls 
Resultantenwerte. Ahnliche Werte finden sich bei den Fiitterungs- 
relhen unter den Kontrollwerten. 


IV. Verhalten von Stachydrin und Trigonellin im Sommer und Herbst. 


1. Stachys palustris, St. recta, Galeopsis ochroleuca. 














Stachys recta Galeopsis 
Organ enthalt | Stachys palustris ~ Anfang ‘| Ende | ochroleuca 
mg-°/, Stachydrin | Ende August |—————___]|_-_ 
August Ende August 
Bliten . .... | 1745 , 336,0 = 
Blitter 2... a's | — | oo | a 7772 f —_ 
Stengel ..... 34,5 432,0 220,0 13,2 











WUE bw 6s 107,5 — a — 


Die Zahlen bestitigen die quantitativen .Werte der Mikro- 
reaktionen, die ergeben hatten, daB fast regelmaBig in den Pflanzen 
am meisten Betaine (bezogen auf das Trockengewicht) in den 
Bliiten und in den Wurzeln zu finden sind (vgl. Klein, Krisch, 
Pollauf und Soos, a. a. O.). 


2. Dahlia variabilis und Trigonella foenum graecum. 

















Organ Dahlia variabilis Trigonella foenum graecum 
. ‘ Niedere, klein- fruchtend 
enthalt mg-°/) | und gelb bliihende Sorte 
Trigonellin September Oktober August September 

Bliten (Friichte) . 90,0 92,5 357 191 
Blatter. 2... 31,0 40,4 51,5 35,5 
Stengel .. . . . 4,8 16,3 32,0 18,4 
Knollen . . . . 2,0 109,5 
Wurzen . . .. 106,9 795,0 | 
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Auffallend ist der groBe Unterschied in den Knollen und 
Wurzeln zwischen der September- und der Oktoberpflanze, die 
sonst ganz gut wbereinstimmen. 


3. Trigonella coerulea. 











Organ enthalt mg-°/, ne ee 
Trigonellin August September 
Cg 4. ss we 6% 178,0 181,0 
a 124.0 25,7 
a ae 44,5 15,0 








Gegen den Herbst tritt in den oberirdischen Organen eine all- 
gemeine Abnahme von Betain ein. 


V. Fiitterungsversuche im Sommerstadium. 


1. Fiitterung durch die N&éhrlésung. 
a) Stachydrinpflanzen. 
Versuch 105. Galeopsis ochroleuca, Fitterung mit Prolin. 
Die abgeschnittenen Pflanzen wurden durch Einstellen in 250 com 
0,2° ,ige Prolinlésung gefiittert. Am 2. Tage wurden weitere 100 ccm derselben 
Lésung zugegeben, die darauffolgenden Tage nur mehr reines Wasser. Nach 
14 Tagen Fiitterungsdauer wurden die Pflanzen getrocknet und aufgearbeitet. 
Ein Unterschied zwischen den Versuchspflanzen und den in gleicher Weise, 
aber ohne Prolin behandelten Kontrollpflanzen war auBerlich nicht feststellbar. 
Die auf das Frischgewicht (in °/)) bezogenen Trockengewichte waren folgende: 





Versuchspflanzen | Kontrollpflanzen 


a re 50,5 60,3 


mentter . ..s.- 44,5 51,2 
moommel. . . s « 22,9 28,5 ' 


Die Fiitterung hatte die Pflanzen in keiner Weise geschadigt. Der Wasser- 
gehalt der gefiitterten Pflanzen ist sogar héher als der der Kontrollpflanzen. 
Bei der mikrochemischen Priifung fand sich neben Stachydrin auch eine geringe 
Menge Trigonellin, doch bestand die Hauptmasse des Niederschlages mit 
Kaliumwismutjodid aus den typischen, sternférmigen Krystallen des Stachy- 
drins. Auch bei oberflachlicher Schatzung der Menge der Niederschlage am 
Objekttrager ergab sich ein héherer Gehalt der gefiitterten Pflanzen (Proben) 
an typischen Stachydrinkrystallen, gegeniiber den Proben von ungefiitterten 
Kontrollen. Die quantitativen Bestimmungen hatten folgende Ergebnisse: 





Nr. Organ Versuchsanordnung | mg-°/, Stachydrin 
195 metem . wt tt gefiittert 262,0 
196 Ss «ee eG Kontrolle 170,3 
197 a gefiittert 171,8 
198 a Kontrolle 39,2 
199 Stengel. ...... gefiittert 12,1 
200 a Kontrolle 6,7 
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Der Stachydringehalt der gefiitterten Pflanzen ist somit gegeniiber dem 
der ungefiitterten Kontrollpflanzen stark erhéht, und zwar um 54°/, in den 
Bliiten, um 393°/, in den Blattern und um 84°/, in den Stengeln. Die Um- 
rechnung auf den Gesamtgehalt der einzelnen Organe, bezogen auf gleiche 
Trockengewichtsmengen dieser Organe gibt folgende Werte: 


























*/o-Anteil | Stachy- 

Nr. Organ Versuchs- | des Organs dete 
anordnung | 4m Gesamt- |, 

gewicht in mg 
197 | Blatter . gefiittert 33,4 57,3 
198 | Blatter . Kontrolle 32,9 13,0 
199 | Stengel . gefiittert 15,4 1,86 
200 | Stengel . Kontrolle 14,2 0,95 
195 | Bliiten gefiittert 51,2 134,0 
196 | Bliiten . Kontrolle 52,9 90,0 





Differenz 


+ 44,3 
+ 0,91 


+ 44,0 





Summe 


89,21 


Es ist eine Zunahme des Stachydringehaltes um insgesamt 89,2 mg fest- 
zustellen, mithin eine Zunahme um 86°/, des Gesamtgehaltes der Kontroll- 
pflanzen. 


Versuch 8. 
Fiitterung in gleicher Weise wie friiher. Die Pflanzen wurden jedoch 
bereits nach 14 Tagen, am 25. August, abgeerntet. Die Zahlen fiir die Frisch- 
und Trockengewichte gibt folgende Tabelle: 


b) Trigonellinpflanzen. 


Trigonella coerulea, Fiitterung mit Prolin. 








Frischgewicht in g . 
Trockengewicht in g 


0/ 
ig* 


Versuchspflanzen 








63,4 
. | 23,6 
~ | 37,2 


Stengel! Blatter Bliiten 


13,5 
5,1 
8 


37, 


41,5 
| 13,9 
| 33,5 





44,8 
8,3 
18,5 


Kontrollpflanzen 


Stengel Blatter Bliiten 


13,6 
2,9 


21,3 


27,9 
8,2 
29,4 


Im folgenden die Ergebnisse der Trigonellinbestimmungen aus 
diesem Material: 








Nr. 
125 


126 
127 
128 
129 
130 


Bliiten . 
Blatter . 
Blatter . 
Stengel . 
Stengel . 








Kontrolle 
gefiittert 
Kontrolle 
gefiittert 
Kontrolle 
gefiittert 





90,9 
110,8 
63,3 
76,8 
22.7 
41,3 


| Versuchsanordnung | Trigonellin in mg-°/, 


In allen Organen laBt sich eine Steigerung des Trigonellingehaltes der 
vefiitterten Pflanzen gegeniiber den Kontrollpflanzen feststellen, deren GriBe 
allerdings geringer ist als in den bisher geschilderten Versuchen. 
jedoch erklarlich, wenn man beriicksichtigt, daB die Pflanzen in diesem Versuch 
nur die Halfte der Zeit der Fiitterung ausgesetzt waren, die bei anderen 


Versuchen (Versuche l-und 2) zur Anwendung kam. Tatsachlich ist demnach 


Dies ist 


90 G. Klein und H. Linser, 


die Steigerung auch nur etwa 1/, so groB, wie folgende Zahlen bezeugen. Die 
Trigonellinmenge vermehrte sich 


in den Bliiten auf das 1,22fache 
Blattern ,,  ., 1,21 fache 
» .» Stengeln ,,  ., 1,82fache. 


Somit weist der Stengel, durch den die Fiitterung erfolgte, den starksten 
Zuwachs an Trigonellin auf. Die Umrechnung auf den Gesamtgehalt gleicher 
Mengen an Trockensubstanz nach den den einzelnen Organen zukommenden 
Mengenverhaltnissen ergibt folgende Zahlen. 









































; 0/,-Anteil Trigo- 

Nr. Organ Versuchs- | des Organes nellin | Differenz | Summe 
anordnung | @™m Gesamt-] , 
gewicht in mg 

125 | Bliiten . . Kontrolle 42,: 38,4 
126 | Bliiten . . gefiittert 32,6 36,0 — 2,4 
127 | Blatter. . Kontrolle 14,9 9,5 
128 | Blatter. . | gefiittert 12,0 9,2 — eo 
129 | Stengel. . Kontrolle 42,8 9,6 
130 | Stengel. . gefiittert 55,4 23,0 + 13,4 10,7 


Kine Steigerung des Trigonellingehaltes ist somit nur im Stengel erfolgt. 
Fir die ganze Pflanze berechnet betragt sie 18,6°/, des Gesamtgehaltes der 
Kontrollpflanzen. 


Versuch 9. Trigonella coerulea, Fiitterung mit Ornithin. 


Die Pflanzen wurden am 17. August in 250 ccm einer 0,2°/,igen Lésung 
von Ornithindichlorhydrat eingestellt. Am nachsten Tage wurden weitere 
100 cem derselben Lésung zugegeben, in den nachsten Tagen nur noch Wasser. 
Nach 14 Tagen Fitterungsdauer wurde der Versuch abgebrochen und die 
Pflanzen aufgearbeitet. Versuchspflanzen und Kontrollpflanzen sind etwas 
welk. Die auf das Frischgewicht bezogenen Trockengewichte lassen wieder 
den geringeren Wassergehalt der gefiitterten Pflanzen gegeniiber den Kontroll- 
pflanzen deutlich werden. 


























4 Versuchspflanzen | Kontrollpflanzen 
Bliiten . .. . 62,2 63,7 
Blatter... . 58,3 23,0 
Stengel. . .. 20,4 24,0 
Nr | Organ | Versuchsanordnung | Trigonellin in mg-%/, 
177 Biften ..... gefiittert 138,3 
178 eee Kontrolle 92,3 
179 eee gefiittert 43,3 
180 Blatter. .... Kontrolle 33,9 
18] Stengel. .... gefiittert 18,5 
182 Stengel. . ... Kontrolle 19,8 











Somit ist der Trigonellingehalt deutlich nach der Fiitterung angestiegen, 
und zwar in den Bliiten um 101°), in den Blattern um 28°/, in den 
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Stengeln um — 9°/,. Der letztgenannte Wert kann nicht als Abnahme an- 
gesprochen werden, da seine Abweichung von der Kontrolle innerhalb der 


Fehlergrenze unserer Methode liegt. Der Trigonellingehalt ist also in den 
Bliiten und Blattern angestiegen und in den Stengeln gleich geblieben. Im 
Gesamtgehalt driickt sich die Steigerung folgendermaBen aus und _ betragt 
insgesamt 40,2°/, des Gesamtgehaltes der Kontrollpflanzen. 








r 0/,-Anteil 























: Trigo- 
Nr Organ ara ee nellin | Differenz | Summe 
anordnung ee 
. gewicht in mg 
177 | Bliiten gefiittert 48,3 66,8 
178 | Bliten . Kontrolle 50,4 46,6 + 20,2 
179 | Blatter . gefiittert 14,5 2,4 
180 | Blatter . Kontrolle 13,4 1,7 + 0,7 
181 | Stengel . gefiittert 37,2 2,6 
182 | Stengel . Kontrolle 36,2 2,9 — 0,3 | + 20,6 


Versuch 10. Trigonella coerulea, Fiitterung mit d-Glut- 


aminsdéure. 


Die abgeschnittenen Pflanzen wurden am 17. August in 250 ccm 0,2°/,ige 
Lésung von d-Glutaminsaéurechlorhydrat eingestellt. Am nachsten Tage wurden 
weitere 100 ccm derselben Lésung zugegeben. Nach 11 Tagen wurde der 
Versuch abgebrochen. Die Versuchspflanzen wie auch die Kontrollen hielten 
sich schlecht und begannen zu verwelken. 





a | Versuchspflanzen Kontrollpflanzen 


Bliiten und Friichte 46,3 

















46,1 

Blatter . 58,2 45,0 

Stengel . 18,6 23,4 
Nr. Organ Versuchsanordnung Trigonellin in mg-°/, 
159 Bliiten u. Friichte gefiittert 105,0 
160 Bliiten u. Friichte Kontrolle 66,1 
161 Blatter . . gefiittert 19,5 
162 Blatter . . Kontrolle 19,5 
163 | Stengel . gefiittert 12,8 
164 Stengel. . Kontrolle 5,4 











Somit ist der Trigonellingehalt nach Fiitterung mit Glutaminséure wohl 
in den Stengeln, Bliiten und Friichten, nicht aber in den Blattern angestiegen. 
Er hat sich erhéht 


in den Bliiten und Friichten auf das 1,58fache 
Blattern auf das 1,00 fache 
»» 9 Stengeln ,, ,, 2,37 fache 


Legt man dem Wert im Stengel an Stelle der Bestimmung Nr. 164 den 
Wert der Bestimmung 182 als Kontrolle zum Vergleich zugrunde, so ergibt 
sich an Stelle einer Steigerung auf das 2,37fache eine solche auf nur das 1,61- 
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fache. In gleicher Weise erhalt man dann fiir die Bliiten und Friichte eine 
Steigerung auf nur das 1,14fache. Beide Werte liegen auBerhalb der méglichen 
Fehler, so daB eine Steigerung des Trigonellingehaltes sichergestellt erscheint, 
Das gleiche Ergebnis bringt die Bestimmung der Gesamtgehalte. 























' °/,-Anteil Trigo- 

Nr. Organ Versuchs- | des eee nellin Diffe- Summe 

anordnung | #™ Gesamt-| renz 

gewicht in mg 

159 | Bliitenu. Friichte | gefiittert 42,5 44,6 
160 | Bliitenu. Friichte | Kontrolle 46,0 30,5 |+14,1 
161 | Blatter gefiittert 17,0 3,3 
162 | Blatter Kontrolle 17,2 3,3 [+ 0 
163 | Stengel gefiittert 40,5 5,2 
164 | Stengel Kontrolle 36,8 2,0 {4+ 3,2]4+17,3 





Die gesamte Steigerung der Trigonellinmenge betragt somit 
17,3 mg oder 48,3°/, des Gesamtgehaltes der Kontrollpflanzen. 
Nach den bisherigen Befunden ist somit die Steigerung nach 
Fiitterung mit Prolin am stirksten, wihrend Glutaminséure am 
wenigsten wirksam erscheint. 
2. Fitterung durch die Nahrlésung 
durch Aufsaugenlassen im Vakuum und unter Druck. 
Versuch § 98—101/22. Trigonella foenum’ graecum. 
Abgeschnittene, erwachsene Pflanzen wurden in gleicher Weise behandelt, 


wie die Dahlienstengel in Versuch § 104—105/17. Versuchsdauer 12 Tage. Die 
in °/, der Frischgewichte ausgedriickten Trockengewichte der Organe betrugen. 








Behandelt mit | Friichte Blatter Stengel 
Wasser 37,0 40,8 26,9 
Prolin . 35,0 36,7 25,6 
Ornithin . 32,3 43,0 9,1 
CGlutaminsaure . 37,6 56,4 2,8 

















Trigo- Rintion. Organ- | Gesamt-] Steige- 
Nr.| Organ Gefiittert mit | nellin | ~~ °° |gewicht] gehalt | rung 
in mg-°/,} Tung in g | in mg | in mg 
166 | Friichte Wasser 102,2 | 1,00fach}| 9,9 10,1 
167 Prolin 221,4 | 2,16 21,9 11,9 
168 Glutaminsaure | 198,3 | 1,94 19,6 9,6 
169 Ornithin 109,1 | 1,07 10,8 0,8 
170 Blatter Wasser 39,6 | 1,00 6,4 2,53 
171 Prolin 54,1 | 1,37 3,74 0,94 
172 Glutaminsaure 41,0 | 1,03 2,62 0,09 
173 Ornithin 53,1 | 1,34 3,40 0,87 
174 Stengel Wasser 56,4 11,00 13,3 7,50 
175 Prolin 49,9 | 0,90 6,64 | —0,s6 
176 Glutaminsaéure 49,2 10,89 6,54 | — 0,96 
177 Ornithin 42,1 | 0,76 5,60 | —1,90 
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Somit hat die Fiitterung in den Friichten und den Blattern eine Steige- 
rung der Trigonellinmenge zur Folge gehabt, in den Stengeln hingegen 
eine bedeutende Senkung. Die starkste steigernde Wirkung hatte das Prolin. 

Die mit Prolin gefiitterten Pflanzen haben 11,98 mg Trigonellin neu 
gebildet, die mit Glutaminsaure gefiitterten insgesamt 8,73 mg und die mit 
Ornithin gefiitterten verloren 0,24 mg ihres Trigonellins. Es wurden somit 
etwa 17 mg Prolin in Trigonellin umgewandelt. 


3. Fiutterung durch Injektion. 
a) Stachydrinpflanzen. 


Versuch 101. Stachys palustris, Fiitterung mit Prolin. 


Drei bliihenden Pflanzen wurde am 29. Juli 1°/,ige, waBrige Prolinlésung 
in die Stengel-Internodien injiziert. Es wurde diese Art der Fiitterung an 
denselben Pflanzen nach 8 Tagen noeh einmal, und nach weiteren 8 Tagen 
ein drittes Mal vorgenommen. Die Pflanzen blieben frisch. 4 Wochen nach 
der ersten Fiitterung wurden sie aufgearbeitet. Sie wurden gleichzeitig mit 
drei Kontrollpflanzen vom selben Standort bei 60° im Warmeschrank ge- 
trocknet und gleichzeitig mit den Kontrollpflanzen aufgearbeitet. 














. Versuchs- Stachydrin Steigerung 

Nr. Organ ; re 
anordnung in mg-°/, betragt das 

111 Bliiten .... Kontrolle 175,0 
115 Bliiten .... gefiittert 403,0 2,31 fache 
112 Blatter... . Kontrolle 44,5 
116 | Blatter... . gefiittert 120,0 2,70 
113 Stengel. . .. Kontrolle 34,5 
117 | Stengel. . . . gefiittert 40,3 1,17 














Somit ist die Steigerung des Gehaltes an Stachydrin in den Blattern 
und Bliiten etwa 8mal so stark als im Stengel, obwohl die Fiitterung durch 
den Stengel vorgenommen worden war. 











Gewicht |Gesamtgeh.anTrigonellin inmg]| Zynahme 
Organ CLR ALOE A 
in g Versuch | Kontrolle im mg 
Bliiten . ... 1,6 6,45 2,80 3,65 
Blatter... . 5,2 6,24 2,32 3,92 
Stengel. . . . 3,7 1,50 1,25 0,25 











Die gesamte Zunahme an Trigonellin betragt somit 7,92 mg. Zur Bildung 
dieser Menge Trigonellin miissen 6,7 mg Prolin verbraucht worden sein. Da 
etwa 100 mg injiziert wurden, betraigt die Ausbeute etwa 7°/>. 


b) Trigonellinpflanzen. 
Versuch 1. Dahlia variabilis, Fiitterung mit Prolin. 


Einer bliihenden Staude wurden am 29. Juli 1°/,ige waBrige Prolin- 
lésung in die Internodien injiziert. Die Staude vertrug diese Behandlung 
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gut, so daB die Fiitterung in gleicher Weise nach etwa 14 Tagen wiederholt 
werden konnte. Nach weiteren 14 Tagen wurde die immer noch frische Staude 
ausgegraben und aufgearbeitet. Gleichzeitig wurde zur Kontrolle eine ahnliche 
Staude vom gleichen Standort aufgearbeitet, die nicht mit Prolin gefiittert 
worden war, auch nicht mit reinem Wasser behandelt wurde. Die Pflanzen 
wurden bei 60° im Warmeschrank gleichzeitig und gleich lang getrocknet. 
Zur Analyse wurden beide gleichzeitig aufgearbeitet. 




















. Versuchs- Trigonellin Steigerun 
Nr. Organ anordnung in aati, auf das , 
101 | Bliiten. . ... Kontrolle 88,0 
106 | Bliiten. . ... gefiittert 250,0 2,84 fache 
102 | Blatter .... Kontrolle 30,5 
107 | Blatter... . gefiittert 72,0 2,36 
103 | Stengel . ... Kontrolle 4,7 
108 | Stengel .... gefiittert 21,5 4,58 
104 | Knollen .... Kontrolle 20,0 
109 | Knollen.... gefiittert 38,5 1,90 


Somit weist die starkste Steigerung des Trigonellingehaltes der Stengel 
auf, was verstandlich ist, da die Lésung im Stengel untergebracht war, Eine 
nur etwa '/, so groBe, aber untereinander gleiche Steigerung weisen die 
Blatter, Bliiten und Knollen auf. Die Bilanzberechnung des Versuches ergibt 
folgendes. 


























0 Gewicht |Gesamtgeh.anTrigonellininmg]| Zynahme 
rgan aadee acl ite 

in g Versuch Kontrolle in mg 
Bliiten .... 6,4 16,00 | 5,63 10,37 
Blatter... . 10,6 7,63 3,23 4,40 
Stengel. . . . 7,0 1,51 0,33 1,18 
Knollen. 7,4 2,85 1,48 1,37 


Die gesamte Zunahme an Trigonellin betragt somit 17,32 mg. Zur Bildung 
dieser Menge Trigonellin wurden also 14,55 mg Prolin verbraucht, mithin 
N 


also, da etwa 300 mg gefiittert wurden, etwa 4,9°/,. Es ergab sich also an- 
nihernd dieselbe GréBenordnung der Ausbeute wie bei Stachys palustris. 


Versuch 5. Dahlia variabilis, Fiitterung mit Prolin. 

















Nr. Organ Versuchs- Trigonellin Steigerung 
anordnung in mg-°/, auf das 

141 | Bliiten. ec gefiittert 242.0 

142 | Bliiten. .... Kontrolle 208,0 1,16 fache 
143 | Blatter .... gefiittert 82,0 

144 | Blatter .... Kontrolle 20,7 3,96 

145 } Stengel . . . . gefiittert 15,5 

146 | Stengel . . . . Kontrolle 14,5 1,07 

147 | Knollen... . gefiittert 138,0 

148 | Knollen .... Kontrolle 23,0 6,00 

149 | Wurzeln. ... gefiittert 109,0 

150 | Wurzeln. .. . Kontrolle 63,0 1,73 
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Somit liegt hier ein Versuch vor, bei dem in der Gesamtpflanze eine 
Steigerung des Trigonellingehaltes eintrat. 




















a Gewicht Gesamtgeh. an Trigonellin in mg Zunahme 
mg Versuch Kontrolle in mg 
Bliiten .... 5,0 12,2 10,4 1,8 
Blatter .... 10,0 8,2 2,1 6,1 
Stengel 10,0 1,6 1,5 0,1 
Knollen Pj 10,6 1,8 8,8 
Wurzeln . 1,4 1,5 0,9 0,6 


Somit betrigt die gesamte Steigerung 17,4 mg Trigonellin, 
entsprechend 14,6 mg Prolin, was bei einer Fiitterung von 240 mg 
Prolin einer Ausbeute von etwa 6°/, entspricht. 


Versuch 24. Arachis hypogaea, Fiitterung mit Prolin. 
































Versuchs-| Trigo- Steize. |Anteil des} Trigo- Zu- 
Nr. | Organ anord- nellin eige- | Organs nellin | nahme 
nung |inmg-°/,j Tune in °/) inmg |in mg 
188 | Blatter |Kontrolle}| 46,70 1,26fach 45,1 20,6 
189 gefiittert | 58,9 45,1 26,9 6,3 
190 | Stengel |Kontrolle} 22,1 1,21 54,9 12,1 
191 gefiittert | 26,9 54,9 14,8 2,7 





Es wurden demnach insgesamt 9,0 mg Trigonellin neu gebildet, was einem 
Verbrauch von 7,56 mg Prolin entspricht. 

Ein ahnliches Ergebnis brachte folgender Versuch mit Scorzo- 
nera, bei dem in gleicher Weise wie bei allen anderen durch In- 
jektion gefiittert wurde. 

Im Durchschnitt einer Reihe von Injektionsversuchen an Tri- 
conellinpflanzen ergab sich die starkste Steigerung des Betain- 
cehaltes nach Fiitterung von Prolin (60°/,), eine fast ebenso starke 
nach Fiitterung von Glutaminsiéure (50°/,) und eine schwache nach 
Fiitterung von Ornithin (12°/,). Die jungen, austreibenden Pflanzen 
seben in bezug auf die Reihenfolge der Wirksamkeit der ver- 
schiedenen gefiitterten Substanzen das umgekehrte Bild wie die 
herbstlichen Pflanzen: 

Frihjahr: Prolin < Ornithin < Glutaminsaure 
Herbst: Prolin > Glutaminsiéiure > Ornithin. 

In beiden Fallen wurde aber Ornithin schlechter verwertet als 
die Glutaminsaure. 

Zusammenfassung. 

Es-wird mit. einer Methode, die die quantitative Bestimmung 
von Stachydrin und Trigonellin neben freien Aminosiauren gestattet, 
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der natiirliche Gehalt verschiedener Pflanzen an diesen Betainen 
in den einzelnen Organen, zu verschiedenen Zeiten und Entwick- 
lungsstadien verfolgt. 

3ei den untersuchten Pflanzen wurde in den Bliiten und in den 
Wurzeln die relativ gréBte Menge an Stachydrin bzw. Trigonellin 
gefunden. 

Etiolierte Keimlinge von Trigonella foenum graecum enthalten 
vom 6. bis zum 15. Tage bedeutend mehr Trigonellin als griine 
Keimlinge, spiter weniger. . 

Auf diesen Vorstudien fuBend wurde versucht, durch Fiitterung 
mit bestimmten Amunosiauren, die als Vorstufen fiir Stachydrin, 
bzw. Trigonellin in Frage kamen, eine Vermehrung der Betaine zu 
bewirken. Es wurde einerseits durch die Schnittflache, anderer- 
seits durch die Schnittfliche und unter Druck und schlieBlich und 
am besten durch Injektion in die hohlen Stengel der Versuchs- 
pflanzen gefiittert. Bei Fitterung von Prolin, Ornithin und Glut- 
aminsiure wurde tatsachlich eine starke Zunahme der Betaine beob- 
achtet, wihrend Glykokoll usw. keine solche Vermehrung bewirkte. 
Die gréBten Ausbeuten wurden nach Fiitterung durch Injektion 
erhalten; mit Hexamethylentetramin als Formaldehyddepot zu 
Prolin wurde eine bedeutende Steigerung der Ausbeute erzielt. 

In den Stachydrinpflanzen entstand nach Fitterung der be- 
treffenden Aminosiuren erwartungsgemaB Stachydrin, womit ein 
einfacher Methylierungsvorgang verfolgt werden konnte. In den 
Trigonellinpflanzen entstand Trigonellin. Es wurde also aus dem 
Fiinferring des Prolins der Sechserring des Trigonellins gebildet, 
bei gleichzeitiger Methyherung. Der Vorgang wird theoretisch er- 
ortert. Es wurde somit ein Einblick in die einfacheren Vorginge zur 
Bildung von Alkaloiden gewonnen. 
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